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Helicobacter pylori 
ANTECEDENTES 
La identificación de Helicobacter pylori comienza a fines del siglo XIX y principios del siglo 
XX, cuando diversos investigadores reportaron la presencia de bacterias con forma 
espiraladas en el estómago de distintos animales. Posteriormente, en 1875, científicos 
alemanes describieron bacterias con las mismas características en el epitelio del estómago, 
en personas que padecían úlcera péptica o cáncer gástrico. Para esa época se consideró una 
posible relación entre la presencia del microorganismo y dichas patologías, pero luego esta 
idea decayó, probablemente porque personas asintomáticas también mostraban en el 
estómago las bacterias espiraladas (Kusters y col., 2006). 
En el año 1983, un patólogo australiano llamado Robin Warren, junto a Barry Marshall, 
después de numerosos fracasos, lograron el aislamiento del microorganismo a partir del 
cultivo de una biopsia gástrica, comprobando la identificación o reconocimiento 
morfológico, mediante tinción de plata. Ambos científicos afirmaron que esta bacteria podía 
colonizar la mucosa gástrica y podría ser la responsable de la aparición de patologías a nivel 
del estómago como; gastritis, úlceras pépticas, y adenocarcinoma gástrico. Este nuevo 
concepto que se presentaba en la comunidad científica, no sería incorporado con certeza, ya 
que se pensaba que era imposible que una bacteria pudiera sobrevivir un periodo de tiempo 
prolongado en el ambiente ácido del estómago y los cuadros clínicos mencionados se 
atribuían a factores emocionales como el estrés y la alimentación. Para demostrar la validez 
de su teoría, en 1985 Marshall decidió llevar a cabo un experimento muy riesgoso, 
realizándose una endoscopía que mostraba una mucosa gástrica intacta, para luego ingerir 
una suspensión de la bacteria. A los 7 días de la infección voluntaria, el investigador comenzó 
a sufrir síntomas como náuseas y vómitos. La segunda endoscopía realizada a los 10 días, 
mostró en la biopsia signos de gastritis y la presencia de la bacteria, cumpliendo los 
postulados de Koch y ratificando la hipótesis de que esta bacteria era el agente etiológico de 
la gastritis (Kusters y col., 2006). 
 2 
 
Tesis Doctoral en Bioquímica 
Lic. Andrea Celeste Arismendi Sosa 
Debido a las semejanzas que poseía con el género Campylobacter se la denominó 
Campylobacter pyloris y luego Campylobacter pylori. Entre las semejanzas se destaca la 
forma espiralada, el crecimiento en medio rico en condiciones microaerófilas; su sensibilidad 
a metronidazol y un 34% de contenido en Guanina + Citosina (G+C). Posteriores estudios 
mostraron la presencia de flagelos, contenido de ácidos grasos y secuenciación del ARN 
ribosomal (ARNr) 16S permitieron crear un nuevo género, Helicobacter, denominándose a 
partir de aquí como Helicobacter pylori a la especie aislada de biopsias humanas (Cava y 
Cobas, 2003).   
En el año 1994, la Organización Mundial de la Salud (OMS) declara a H. pylori como 
carcinógeno tipo I ya que distintas investigaciones demostraron que la infección por esta 
bacteria inducía cambios en las células de la mucosa gástrica promoviendo el desarrollo de 
cáncer gástrico. En el año 2005, la comunidad científica reconoce el aporte realizado por los 
doctores Robin Warren y Barry Marshall otorgándoles el premio Nobel de Medicina. “El 
descubrimiento de la bacteria H. pylori y su rol en la gastritis y úlcera péptica” constituyó un 
cambio de paradigma tanto en el campo de la gastroenterología, como en la microbiología. 
Si bien, en los últimos años la investigación del microorganismo permitió entender gran parte 
de sus características, aún quedan muchas otras por dilucidar. 
BACTERIOLOGÍA 
H. pylori es un bacilo curvo, gramnegativo, no formador de esporas y microaerófilo estricto. 
Posee 2-6 flagelos polares que le dan movilidad. Bioquímicamente se utilizan las pruebas de 
oxidasa, catalasa y ureasa positivas para su identificación (Castillo-Rojas y col., 2004; 
Kusters y col., 2006). Las condiciones de cultivo requieren medios sólidos ricos, tales como: 
agar Brucella o agar Columbia, suplementado con sangre bovina o equina o productos de la 
misma (Kusters y col., 2006). Para el aislamiento a partir de muestras humanas se usan 
medios que contienen una mezcla de antibióticos tales como vancomicina, trimetoprim, 
anfotericina B y cefsulodin (Oxoid). Las placas se incuban en atmósfera microaerófila (3-7% 
de O2, 10% CO2 y 85% de N2) a 37°C, durante un periodo de 3 a 7 días, excepto si se trata 
de aislamiento primario que se incuba hasta los 14 días, antes de descartar como negativo. 
Los medios líquidos utilizados comúnmente son caldo Brucella, Mueller-Hinton o infusión 
cerebro-corazón (ICC) suplementados con suero fetal bovino. 
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Las colonias que se observan en medios sólidos se caracterizan por ser pequeñas, de 
aproximadamente 1 mm de diámetro, traslúcidas, como gotas de rocío (Vega y col., 2010).  
En medios líquidos, una vez alcanzada la fase estacionaria de crecimiento, se observa un 
cambio de la morfología celular bacilar a cocoide, las cuales mantienen la viabilidad, pero 
no son cultivables (VNC). Estas formas permiten la supervivencia del microorganismo en 
condiciones adversas del ambiente en el cual se encuentra. En ese sentido, el tratamiento con 
inhibidores de la bomba de protones, también induce formas cocoides del microorganismo 
en la superficie de la mucosa gástrica, lo que permite su permanencia en el hospedador 
aumentando el riesgo de re-infección (Fig. 1) (Magalhães y col.; 2005; Vega y col., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Helicobacter pylori. A) Fotografía electrónica de Helicobacter pylori. La imagen muestra la 
morfología característica y la presencia de sus múltiples flagelos señalados con flecha roja (Rivas-
Traverso y Hernández, 2000). B) Microscopia de escáner electrónico donde se puede observar la forma 
filamentosa (*) y cocoide (**) del microorganismo (Krzyżek y col., 2018) 
Helicobacter pylori 
A 
B 
* 
** 
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GENOMA 
El estudio del genoma del microorganismo se realizó mediante la técnica de random shot-
gun. Con esta técnica, dos grupos de investigación lograron secuenciar el genoma completo 
de dos cepas de H. pylori (Alm y col., 1999). 
En 1997, Tomb y col. disponían de una cepa aislada de un paciente con gastritis en Reino 
Unido, la cual fue sometida a una serie de cultivos, antes de su secuenciación. Se la denominó 
26695 y poseía un cromosoma circular de 1.667.867 pares de base (pb) de longitud, con un 
contenido de G+C del 39 % y 1590 secuencias codificantes (91% del genoma total). Se 
encontró la presencia de aminoácidos básicos como arginina y lisina, en una proporción doble 
a la del genoma de otros procariotas, lo cual podría explicar la adaptación de H. pylori al 
ambiente gástrico (Tomb y col., 1997). Posteriormente, se realizó una re-anotación de los 
genes, en la cual algunos fueron eliminados como tales, debido a que su tamaño era menor a 
150 pb, no estaban bien conservados y poseían codones stop o regiones intergénicas. Por lo 
tanto, la cepa H. pylori 26695 disminuyó el número de regiones codificantes a 1.552. 
La segunda cepa se denominó J99, fue aislada de un paciente con úlcera duodenal en Estados 
Unidos en 1994 y con el mismo se realizaron pocos cultivos, antes de su secuenciación. Posee 
un cromosoma circular de 1.643.831 pb (24.036 pb menos que la cepa 26695). El contenido 
de G+C también es de un 39 % y presenta 9 regiones puntuales con un contenido menor. El 
número de genes encontrados es de 1.495 (90,8 % del genoma), 89 de ellos no están presentes 
en la cepa 26695, constituyéndose por lo tanto en específicos para la cepa J99 (Alm y col., 
1999) (Fig.2). 
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Ambas cepas exhiben 2 copias del ARN ribosomal para la subunidad 16S y 2 copias para la 
subunidad 23S-5S, en la misma localización del genoma. No obstante, la cepa 26695 presenta 
una copia adicional de la subunidad 5S huérfana (Alm y col., 1999). 
El núcleo del genoma posee 1173 familias de proteínas conservadas y 673 dominios de 
proteínas conservados en el género Helicobacter. Las zonas de plasticidad de H. pylori 
exhiben una gran variabilidad e incluye codificación de sistema de secreción de tipo IV, 
marcadores de virulencia asociados con cáncer gástrico, linfoma gástrico tipo MALT 
(linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa) y desarrollo de úlceras, siendo entre ellos el 
más importante la región cagA, que se encuentra presente en el 50-70% de las cepas (Romo 
Gonzáles y Coria Jiménez, 2010; Torres y Rodríguez, 2008; Thorell y col., 2017). A pesar 
de la necesidad de que H. pylori pueda adaptarse rápidamente a microambientes cambiantes, 
la expresión de genes está controlada por un repertorio de reguladores transcripcionales 
escasos y más bien funcionan como redes altamente interconectadas (Thorell y col., 2017).   
 
Figura 2: Genoma de cepas de H. pylori. A) Cepa 26695 y B) Cepa J99. Genoma completo de 
ambas cepas secuenciadas a través de técnica de random shot-gun. (Tomb y col, 1997. Alm y 
col., 1999) 
Genoma de H. pylori 
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EPIDEMIOLOGÍA Y VÍAS DE TRANSMISIÓN 
La mitad de la población mundial se encuentra infectada con H. pylori, presentando menores 
tasas de infección en países desarrollados (alrededor de 30-40%) comparado con los países 
en vías de desarrollo, en los que algunos superan el 85% (Zamani y col., 2017). Un estudio 
realizado a partir de toda la bibliografía disponible respecto a la prevalencia de este 
microorganismo (a nivel mundial) muestra mayor prevalencia en países de África, Sud 
América y Oeste asiático, mientras que los países de Oceanía, Oeste de Europa y Estados 
Unidos muestran menor prevalencia (Fig.3) (Mentis y col., 2015; Hooi y col., 2017). 
 
Prevalencia mundial de H. pylori 
Figura 3: Prevalencia mundial de H. pylori. Ciertas regiones se magnifican para mostrar mejor 
los países más pequeños. Las zonas de mayor prevalencia se destacan con marrón rojizo. La 
disminución de la intensidad del color, indica disminución de la prevalencia de H. pylori (Hooi y 
col., 2017). 
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Diversos autores demuestran que la infección por H. pylori se adquiere a temprana edad 
(aproximadamente alrededor de los 10 años), sin embargo, los individuos no presentan 
síntomas, apareciendo los mismos, mucho tiempo después. Como se muestra en la Figura 4, 
existen distintos tipos de factores asociados con el riesgo de infección. Los mismos no 
muestran diferencia cuando se comparan pacientes infectados, de países desarrollados, con 
aquellos de países en vías de desarrollo (Castillo-Rojas y col., 2004; Kusters y col., 2006; 
Momtaz y col., 2014; Zamani y col., 2017). 
Factores de riesgo asociados a la posibilidad de contraer infecciones 
por H. pylori 
Figura 4: Factores de riesgo asociados a la posibilidad de contraer infecciones por H. pylori.  
Distintos factores de riesgos que han sido asociados con la posibilidad de contraer la infección por 
parte de H. pylori (Zamani y col., 2017). 
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Las principales rutas por las cuales el microorganismo se transmite entre humanos todavía 
permanecen sin dilucidar debido a que, hasta el momento, sólo se conoce la permanencia de 
la bacteria exclusivamente en la mucosa gástrica humana. La mayoría de los investigadores 
proponen dos formas de transmisión: 
1) Directa, entre personas.  
2) Indirecta, de una persona infectada al ambiente, como se muestra en la figura 5 (Montero 
Campos, 2009; Zamani y col., 2017).  
A) De persona a persona:  
γ Gastro-Oral: Mediante el contacto con el vómito de personas infectadas. 
Generalmente se asocia con transmisión dentro del mismo núcleo familiar y con el hecho de 
que la infección ocurre en edades tempranas, ya que los niños tienen mayor facilidad para 
vomitar y entrar en contacto con estos fluidos (Kuster y col., 2006; Burucoa y Axon, 2017). 
γ Fecal-Oral: Transmisión del patógeno desde la materia fecal del individuo infectado 
a la cavidad oral de otra persona sana directamente, o indirectamente por contaminación de: 
superficies, agua, comida, entre otras (Bui y col., 2016). Si bien, el aislamiento del 
microorganismo a partir de agua es complicado, se ha documentado el hallazgo de material 
genético de la bacteria en este medio (Rivas-Traverso y Hernández, 2000). Otra de las teorías 
Figura 5: Vías de transmisión de H. pylori. Distintas vías de transmisión asociadas con la posibilidad 
de contraer infección por H. pylori (Montero Campos, 2009). 
Vías de transmisión de H. pylori 
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que se postula es la posibilidad de que las moscas puedan actuar como vectores para su 
diseminación. En ese sentido, Grübel y col. (1997) demostraron mediante estudios in vitro 
que la mosca se puede infectar a partir de las heces. 
γ Oral-Oral: se ha sugerido la cavidad oral como reservorio de la bacteria, la cual sería 
llevada por regurgitación del jugo gástrico, debido a que se la ha podido detectar a partir de 
saliva y placa dental mediante técnicas moleculares. Además, se ha visto su transmisión en 
el seno familiar en África, donde las madres pre-mastican el alimento de sus hijos (Stone, 
1999; Cava y Cobas, 2003; Montero Campos 2009). 
γ Iatrogénica: Se ha planteado como una posibilidad excepcional cuando material que 
ha estado en contacto con la mucosa gástrica de una persona; posteriormente entra en 
contacto con la mucosa gástrica de una segunda persona, sin una limpieza y esterilización de 
dicho material, entre un paciente y otro (Cava y Cobas, 2003). 
γ Sexual: La presencia de forma transitoria o permanente de H. pylori en saliva y boca 
de las personas llevaría a una posible transmisión de una persona infectada a otra que no lo 
está, mediante sexo oral. De esta forma podría estar asociada a enfermedades urológicas 
como uretritis, linfoma tipo MALT de la vejiga urinaria, prostatitis crónica y cáncer de 
próstata. Todavía esta hipótesis sigue en estudio (Dimitriadi, 2014). 
B) Ambiental: 
γ Comida: Estudios epidemiológicos han demostrado una alta prevalencia de H. pylori 
y una más rápida adquisición en zonas con condiciones higiénicas pobres. Se plantea que 
puede deberse a la ingesta de alimentos comercializados en la calle (Zamani y col., 2017). 
γ Zoonótica: El aislamiento de H. pylori a partir del tejido gástrico de diversos 
animales, como corderos y vacas, permiten plantear la contaminación de estos productos de 
origen animal que son de consumo cotidiano. Además, se ha detectado el microorganismo en 
muestras de leche por nested-PCR (Dore y col., 2001; Momtaz y col., 2014; Osman y col., 
2015). 
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FACTORES DE VIRULENCIA 
H. pylori posee distintos factores de virulencia que cumplen un rol específico durante la 
infección (Fig.6); posibilitan su adhesión, desarrollo y proliferación, en el único nicho 
ecológico hasta el momento conocido, la mucosa gástrica. La presencia de los mismos en 
algunas cepas permite caracterizarlas como virulentas frente a las que no los poseen. De 
diversos factores que se encuentran en estudio, los más relevantes se muestran en la figura 6. 
Figura 6: Factores de virulencia de H. pylori. Diversos factores de virulencia de H. pylori que favorecen la 
colonización y el mantenimiento en la mucosa gástrica tales como citotoxina vacuolizante (VacA), gen A asociado 
a citotoxina (CagA), adhesina de unión al ácido siálico (SabA), adhesina de unión al antígeno del grupo sanguíneo 
(BabA), y sistema de secreción tipo IV (Testerman y Morris, 2014). 
Factores de virulencia de H. pylori 
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γ CagA (Gen A asociado a citotoxina): es una proteína con una masa molecular de 
aproximadamente 140 kDa, altamente inmunogénica. Se encuentra codificada por el gen 
cagA, el cual se encuentra presente en un 50-70% de las cepas de H. pylori. Se ha visualizado 
que pacientes infectados con cepas CagA+ tienen una respuesta inflamatoria elevada y 
mayores riesgos de desarrollar úlceras, gastritis atrófica, y cáncer gástrico. El gen se 
caracteriza por la presencia de islotes de aproximadamente 40 kb denominados PAI, que 
codifican entre 27 a 31 proteínas. Ocho de las mismas sirven para la formación de un sistema 
de secreción tipo IV (T4SS), el cual penetra las células epiteliales gástricas, facilitando la 
translocación de CagA, peptidoglicano y otros factores bacterianos dentro de las células del 
hospedador. Afecta la respuesta inmune, ya que induce la apoptosis de células T y la 
liberación de citoquinas pro-inflamatorias en células epiteliales (Kuster y col., 2006).  
γ VacA (Citotoxina vacuolizante): Aproximadamente el 50% de las cepas de H. 
pylori secretan VacA, una proteína altamente inmunogénica de 95 kDa que induce la 
vacuolización masiva en células epiteliales in vitro y cumple un rol importante en la 
patogénesis de la úlceración péptica como del cáncer gástrico. Todas las cepas poseen el gen 
vacA funcional, pero existe una variación en las actividades de la toxina entre cepas, debido 
a la heterogeneidad del gen. VacA contribuye de forma significativa a la colonización 
gástrica del microorganismo, la cual se realiza mediante la formación de un canal en la 
membrana, disrupción de la actividad lisosómica y endosómica y efectos en la señalización 
celular inducida por un receptor de integrina. Además, interfiere con las funciones celulares 
dependientes del citoesqueleto, induce apoptosis y modula la respuesta inmunitaria 
(Marchetti y col., 1995; Fahimi y col., 2017). Además, VacA puede interactuar con otros 
tipos celulares como granulocitos, monocitos, células B y T; esta interacción con las células 
inmunitarias inhibe la proliferación de las células T inducidas, pero no generan apoptosis 
(Backert y col., 2016) (Fig.7). 
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Figura 7: Rol de la citotoxina vacuolizante (VacA). VacA es pinocitado al ambiente intracelular 
y es dirigido hacia el compartimento endosomal temprano (EE) y luego el compartimiento 
endosomal temprano (LE) que tienen el marcador proteína de membrana 1 se asocia a lisosoma 
(LAMP-1). A continuación, VacA se oligomeriza en la membrana LE, y se dirige hacia la 
membrana mitrocondrial y mediante una secuencia de señal N-terminal de la toxina puede 
comenzar la muerte celular programada (apoptosis). Esto se debe a la alteración del potencial de 
membrana de las mitocondrias, que reclutan los complejos pro-apoptóticos que conducen 
indirectamente a la liberación del citocromo c (Cyt c). VacA también puede unirse a un receptor 
de la superficie celular, activando las cascadas de señalización de las map quinasas (MAPK) de 
forma independiente o en cooperación con CagA. La activación de la ruta MAPK / p38 induce la 
estimulación de un factor de transcripción que aumenta la expresión de un factor angiogénico y la 
señal mitótica. Además, VacA fosforila las quinasas ERK1/2, activando la transcripción de varias 
citoquinas como la IL-1, IL-6 y TNFα que conducen a la inflamación de la mucosa gástrica. VacA 
oligomerizada actúa como un canal selectivo de iones alterando la concentración de iones cloruros, 
lo que conduce a un aumento de la actividad de la bomba de protones resultando en un 
agrandamiento o hinchazón de LE con la consecuente formación de vacuolas (vacuolización) 
(Fahimi y col., 2017).  
Rol de VacA 
 13 
 
Tesis Doctoral en Bioquímica 
Lic. Andrea Celeste Arismendi Sosa 
γ Adhesinas y proteínas de membrana externa: existen diversas moléculas que 
median la unión de H. pylori al epitelio gástrico. Se han identificado 32 genes que codifican 
para proteínas de membrana externa denominadas OMP (Voss y col., 2014). 
γ Lipopolisacarido (LPS): El LPS de H. pylori sigue la misma estructura que el de 
todas las bacterias Gram-negativas, con tres dominios: un dominio hidrofóbico de lípido A 
(endotoxina), un núcleo de oligosacáridos bien conservado y una región variable de 
polisacáridos denominado antígeno-O. El LPS estimula la producción de Interleuquina (IL)-
8 y NF-κB en células inmunitarias y epiteliales de forma dependiente de CagA. Además, 
podría estar involucrado en una mimetización con los antígenos sanguíneos humanos, 
promoviendo la evasión a la respuesta inmune y la formación de autoanticuerpos (Li y col. 
2016; Kuster y col., 2006). 
INFECCIÓN Y PATOLOGÍAS GÁSTRICAS 
H. pylori posee diversos factores de virulencia que le posibilitan la entrada en la mucosa 
gástrica, su movilización parcial o total dentro del mucus protector, penetración entre las 
células epiteliales e infección crónica y posterior transmisión (Suerbaum y Michetti, 2002). 
La colonización de la mucosa gástrica con H. pylori no constituye una enfermedad, pero si 
una condición para el desarrollo de distintos desórdenes en la región superior del tracto 
gastrointestinal (Kuster y col., 2006).  
El proceso de colonización se divide en 4 pasos (Fig.8): 
1) Penetración del microorganismo en el hospedador y adherencia a su nicho específico, 
exactamente en la superficie de las células epiteliales, de la mucosa gástrica. La colonización 
inicial depende de la actividad de la enzima ureasa de la bacteria y modulación de la forma 
celular para penetrar en la mucosa gástrica (Salama y col., 2013). 
2) La enzima ureasa desdobla la urea con la consiguiente producción localizada de iones 
amonio, permitiendo la resistencia al ambiente ácido. 
3) A nivel de la mucosa ocurre el crecimiento y proliferación de la progenie, seguidamente 
se produce la migración a través de la presencia de flagelos que le permiten penetrar a través 
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del mucus. Sumado a ello, la enzima ureasa facilita la motilidad ya que induce cambios en 
las propiedades viscoelásticas de la mucina gástrica. 
4) La depleción de mucus, posterior inflamación y muerte de las células epiteliales conduce 
al daño histológico del epitelio de la mucosa gástrica. 
El ADN constitutivo de la bacteria junto con las proteínas de las vías de reparación del 
material genético, la diversidad del genoma bacteriano y la atenuación de la producción de 
radicales libres producidos por las células del hospedador son reconocidos como factores 
esenciales en la persistencia de la bacteria en el nicho. 
Figura 8: Gráfico ilustrativo de la secuencia de la penetración de H. pylori en el tejido 
gástrico. 1) H. pylori se une a las células epiteliales de la mucosa gástrica mediante distintos 
factores de virulencia. 2) La enzima del microorganismo, ureasa, produce amonio para neutralizar 
la acidez. 3) Crecimiento y proliferación de H. pylori, seguida de la migración a otras zonas de la 
mucosa. 4) Posterior inflamación y muerte de células epiteliales de la mucosa.  
Secuencia de la penetración de H. pylori en el tejido gástrico 
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La bacteria posee la capacidad de inducir una respuesta inflamatoria del hospedador 
caracterizada por la síntesis de interleucinas y reclutamiento de leucocitos 
polimorfonucleares (PMN) principalmente neutrófilos. También induce cambios 
morfológicos en las células epiteliales, daños en el ADN de las células epiteliales del 
hospedador y formación de radicales libres del O2 (González-Segovia y col., 2008). 
La persistencia en el estómago, está fuertemente influenciada por la habilidad que posee el 
microorganismo de evadir el sistema inmune del hospedador. En la respuesta inmunitaria 
innata evade distintos receptores, a través de la modificación de blancos y la supresión de 
transducción de las vías de señalización de reconocimiento. Mientras que, en la respuesta 
inmunitaria adaptativa, la evasión es debida a la modulación de funciones efectoras de las 
células T (Salama y col., 2013). H. pylori es el agente etiológico de la mayoría de los casos 
de gastritis crónica, úlcera péptica, metaplasia intestinal y también de algunos tipos de cáncer 
intestinal (Castillo-Rojas y col., 2004; Kusters y col., 2006) (Fig. 9). 
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La colonización con H. pylori induce una infiltración de la mucosa gástrica con neutrófilos 
y monocitos, tanto en el antro, como en el cuerpo del estómago. Esto es considerado como 
una gastritis aguda, el paso inicial para otras patologías resultantes del proceso inflamatorio 
crónico. La gastritis crónica se caracteriza por persistir en el tiempo y según donde se 
desarrolle en el estómago humano, muestra una asociación entre la secreción de ácido y la 
evolución a patologías severas. Si se ubica en el antro gástrico, mantiene la secreción de 
Figura 9: Historia natural de la infección de H. pylori. En el esquema se muestra la evolución 
de la infección de H. pylori. El microorganismo llega a la mucosa gástrica, donde induce un cuadro 
de gastritis aguda. Si persiste en el tiempo, produce cambios a nivel del tejido que conducen a una 
gastritis crónica. De acuerdo a la región del estómago donde se desarrolla la infección, se producen 
diferentes patologías. Si el predominio es en la región del antro gástrico, se desarrollan úlceras 
duodenales; mientras que, si la región afectada es el cuerpo gástrico, se desarrolla metaplasia del 
tejido que eventualmente conduce a cáncer gástrico. Por otro lado, un cuadro de gastritis crónica 
no atrófica puede derivar en linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) (Romo 
González y Coría Jiménez, 2010). 
Historia natural de la infección de H. pylori 
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ácido y evoluciona a una úlcera duodenal. Mientras que si se ubica en el cuerpo del estómago 
eventualmente puede evolucionar a úlcera gástrica o desarrollar una pangastritis asociada a 
una hipoclorhidria. Con el paso del tiempo, la inflamación crónica genera una pérdida de la 
arquitectura normal de la mucosa gástrica, con destrucción de las glándulas y reemplazo por 
fibrosis y epitelio del tipo intestinal. Sumado a ello, factores como carcinógenos, factores 
genéticos del hospedador y factores propios del microorganismo, posibilitan el desarrollo de 
patologías como úlcera péptica (tanto gástrica como duodenal), gastritis atrófica, linfoma tipo 
MALT, metaplasia intestinal y cáncer gástrico (Fig.10) (Kuster y col., 2006; Testerman y 
Morris, 2014). 
 
 
 
Figura 10: Distribución de las patologías gástricas asociadas a H. pylori en el estómago. De 
acuerdo a la zona del estómago donde ocurre la infección da origen a distintas patologías. La 
infección en antro favorece al desarrollo de gastritis y/o úlcera duodenal; mientras que la infección 
en cuerpo induce gastritis, pangastritis y/o úlcera gástrica (Testerman y Morris, 2014). 
Distribución de las patologías gástricas asociadas a H. pylori en el 
estómago 
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RESPUESTA INMUNITARIA EN EL ESTÓMAGO 
H. pylori y sus productos están directamente relacionados con las células del sistema inmune, 
generando una fuerte respuesta inmunitaria, con un gran influjo de células inmunes e 
inducción de una respuesta adaptativa que incluye componentes de las células T helper (Th) 
1 y 17.  La mayoría de las veces, dicha respuesta no tiene éxito en la eliminación de la 
infección. De hecho, muchas de las patologías asociadas con este microorganismo son 
debidas a la actividad constante y sostenida en el tiempo del sistema inmune sumado a la 
presencia del microorganismo (Kuster y col., 2006; Kivrak Salim y col., 2016; Pagliari y col., 
2017). 
Una característica de la infección por H. pylori, es que existe una inflamación en la mucosa 
gástrica con predominio de neutrófilos y la marcada infiltración de los mismos, se 
correlaciona directamente con el daño a nivel del tejido. H. pylori utiliza sus factores de 
virulencia para gatillar el influjo de neutrófilos y activarlos (Allen 2007). 
La primera barrera de defensa está formada por la capa de mucus producida por las células 
epiteliales, epitelio que tapiza toda la superficie del estómago. Por lo que esta barrera estaría 
formada por la mucosa gástrica y las células del sistema inmune innato que residen debajo 
de la lámina propia (Kuster y col., 2006; Salama y col., 2013).   
También, existen otras clases de receptores, que al unirse a derivados de H. pylori disocian 
la compleja vía de señalización y como consecuencia suprimen la actividad pro-inflamatoria. 
Esta vía activa NF-κB y aumenta la transcripción de IL-10, una citoquina con habilidad de 
suprimir la producción de citoquinas pro-inflamatorias, para mejorar la respuesta de 
citoquinas anti-inflamatorias (Fig.11) (Salama y col., 2013; Chmiela y Gonciarz, 2017; 
Sabbagh y col., 2018). 
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Inmunopatogénesis de H. pylori  
Figura 11: Inmunopatogénesis de H. pylori. H. pylori coloniza el epitelio gástrico mediante la 
ureasa. La unión con las células epiteliales resulta en la síntesis de IL-8 y activación de respuesta 
inmunitaria innata y adaptativa, como así también la apoptosis de células epiteliales. Células 
dendríticas (CD) capturan, procesan y presentan antígenos bacterianos a células T, las cuales se 
diferencian en distintos perfiles y sintetizan IL-12, IL-6, IL-23 e IL-17. Esta última actúan sobre 
las células inmunes innatas y epiteliales para producir IL-8, la cual recluta neutrófilos (Neu). 
También se induce la síntesis de anticuerpos como IgA e IgG, pero no parecen ser esenciales para 
la protección (Sabbagh y col., 2018). 
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Durante la infección por H. pylori, las células del sistema inmune junto con las células 
epiteliales gástricas responden mediante la secreción de citoquinas anti y pro-inflamatorias 
(TNF-α, IL-1, IL-8 y IL-10), sumadas a la liberación de quimiocinas, interferón y 
metaloproteasas (MMPs) (Pachathundikandi y col., 2011; Kivrak Salim y col., 2016; 
Chmiela y col, 2017). Existen dos grupos de respuesta inmune, linfocitos Th1 y Th2, que se 
distinguen por los perfiles de citoquinas que se liberan. Las citoquinas pro-inflamatorias que 
participan en la respuesta mediada por Th1 son interleuquina IL-2, IL-12, interferón (IFN)-γ 
y factor de necrosis tumoral (TNF)-α; mientras que las citoquinas anti-inflamatorias Th2 son 
IL-4, IL-6, IL-10 y el factor de crecimiento transformante (TGF)-β (Velin y Michetti, 2006; 
Kivrak Salim y col., 2016). 
Las células fagocíticas siguen un gradiente quimiotáctico para alcanzar sitios de infección y 
dicho gradiente es controlado tanto por factores derivados del hospedador como del 
microorganismo. Por ejemplo, IL-8 actúa como quimiotáctico intermedio, mientras que los 
factores derivados de la bacteria como quimiotácticos en el estadio final. Al mismo tiempo 
la unión estrecha entre H. pylori y el epitelio gástrico activa la síntesis de T4SS, y transporta 
hacia el interior de la célula peptidoglicanos (pero no CagA), el cual gatilla la vía de 
señalización que resulta en la síntesis y secreción de IL-8. La enzima ureasa del 
microorganismo recluta macrófagos, los cuales sintetizan y liberan IL-1β, y ésta junto con 
IL-8 y otros factores del microorganismo estimulan el flujo de neutrófilos hacia el estómago 
(Fig.12) (Allen 2007).  
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En las CD, se produce la endocitosis del peptidoglicano a través de T4SS o mediante vía 
endosómica abriendo la vía para la expresión de citoquinas pro-inflamatorias y también para 
la liberación de IL-1β e IL-18. Dependiendo del perfil de citoquinas que se liberan, se unen 
a receptores de células T naive, permitiendo la diferenciación de las mismas en células T 
reguladoras responsables de la tolerancia inmune o en células Th1 o Th17 (Fig.13) (Salama 
y col., 2013). 
Figura 12: Atracción y activación de neutrófilos en la infección por H. pylori. Las bacterias 
pasan a través del lumen gástrico, se unen al epitelio y el peptidoglicano liberado en el citosol por 
el sistema de secreción tipo IV (T4SS), desencadenan la síntesis y la secreción de IL-8, mientras 
que CagA interrumpe las uniones intercelulares. Las bacterias que mueren liberan la ureasa y la 
proteína activadora de macrófagos (NAP), que recluta este tipo celular. Los macrófagos sintetizan 
y liberan IL-1β, que atrae neutrófilos (Allen 2007). Los PMN migran hacia la capa de moco. La 
fagocitosis activa fuertemente a los neutrófilos, pero el blanco de NAPDH oxidasa se interrumpe 
y los aniones superóxido se liberan en el espacio extracelular. Las bacterias no se eliminan y el 
daño en los tejidos aumenta con las especies reactivas del oxígeno (EROs).  
Atracción y activación de neutrófilos en la infección por H. pylori 
 22 
 
Tesis Doctoral en Bioquímica 
Lic. Andrea Celeste Arismendi Sosa 
 
Figura 13: Células dentríticas (CD) en la presentación de antígenos. El peptidoglicano de H. 
pylori ingresa a través del sistema de secreción tipo IV (T4SS) o vía vesículas de membrana 
externa. Esto interacciona y activa distintas vías, entre ellas induce la expresión del factor de 
transcripción NF-κB, el cual regula la expresión de citoquinas proinflamatorias. También, algunos 
ligandos de H. pylori no identificados activan el inflamasoma para inducir el procesamiento y 
liberación de IL-1β madura e IL-18. Este último se une a su receptor en células T naive y 
promueve la diferenciación de T reguladores (Treg) y la tolerancia inmune, que a su vez evita la 
eliminación y asegura la colonización persistente de H. pylori. En contraste, la unión de IL-1β a 
su receptor induce la diferenciación de Th1 y Th17 y la expresión de las respectivas citoquinas 
IFN-γ e IL-17. Abreviaturas: vesículas de membrana externa (OMVs); proteína tipo speck 
asociada a apoptosis que contiene secuencia carboxi-terminal (ASC); dominio de oligomerización 
de unión a nucleótidos (NOD); dominio repetición rica en leucina (LRR); serina / treonina quinasa 
que interactúa con el receptor (RICK); MAP quinasa (MAPK) (Salama y col., 2013). 
Células dendríticas en la presentación de antígenos 
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Entre las citoquinas importantes se destaca IL-17A (anteriormente referida como IL-17 
solamente), producida por células Th17 que actúa como mediador en la defensa inflamatoria 
del hospedador. Durante la infección por H. pylori en humanos se han determinado altas 
concentraciones de IL-17 en la mucosa gástrica, la cual induce la producción de IL-8 y es 
acompañado por una gastritis pronunciada (Larussa y col., 2018). IL-8 es una citoquina 
quimiotáctica que se sintetiza en fases tempranas de la infección por H. pylori. La misma 
induce infiltración de granulocitos al sitio de infección y fagocitosis una vez que estos han 
arribado. La activación de fagocitos en la zona inflamada podría resultar en un daño en la 
barrera gástrica debido a la liberación de enzimas proteolíticas y radicales del oxígeno 
(Chmiela y Gonciarz, 2017). 
Adicionalmente TNF-α, proteína de señalización celular, está involucrada en la inflamación 
sistémica y reacciones de la fase aguda. La misma es producida por macrófagos activos, 
linfocitos, células natural killers (NK), neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, y neuronas. 
Forma parte de la regulación de la actividad inmune, inducción de la fiebre, muerte celular 
mediante apoptosis, inflamación, inhibición de la tumorogénesis y replicación viral. La 
elevada secreción de este factor induce la apoptosis (Chmiela y Gonciarz, 2017). La síntesis 
de la misma está estimulada por IL-1 y el mismo TNF-α (Mukhopadhyay y col., 2006). Tanto 
“in vitro” como “in vivo”, se ha visualizado que altos niveles de TNF-α llevan a una 
exacerbación de la inflamación y respuesta pro-oxidativa, la cual es importante para la 
patogénesis de muchas enfermedades, especialmente las respiratorias. Dicha inflamación es 
clave para una cascada de eventos dependientes de TNF-α, en el cual existe una 
desregulación de leucocitos y linfocitos en los focos inflamados, que llevan a un daño tisular. 
En enfermedades respiratorias estimula la generación de especies reactivas del oxígeno 
(EROS), tanto de tejido pulmonar como no pulmonar (células endoteliales y neutrófilos). 
Durante la generación de EROS, varias moléculas pro-inflamatorias y de adhesión son 
sintetizadas y a su vez son responsables de varias complicaciones inflamatorias. En síntesis, 
la inducción de reacciones inflamatorias celulares, estimulan la producción de estrés 
oxidativo y aumenta la expresión de varias moléculas pro-inflamatorias que en conjunto 
crean el mecanismo de acción de TNF-α (Fig. 14) (Mukhopadhyay y col., 2006). 
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Mecanismo de acción de TNF-α 
Figura 14: Mecanismo de acción de TNF-α. Mientras que la activación de las especies reactivas 
del oxígeno (EROS) es dependiente de TNF-α, también aumenta la generación de estrés oxidativo 
y subsecuente activación del factor nuclear de transcripción kappa-B (NF-κB), el cual es pro-
inflamatorio y pro-oxidativo y activa a la proteína activadora 1 (AP-1). Antioxidantes atenúan el 
estrés oxidativo y consecuentemente la activación de NF-κB y AP1. NF-κB y AP-1 están 
involucradas en la activación de moléculas pro-inflamatorias como por ejemplo la molécula de 
adhesión vascular 1 (V-CAM-1) y la molécula de adhesión endotelial (I-CAM1). +: indica 
activación; -: indica inhibición (Mukhopadhyay y col., 2006). 
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 H. pylori y MACRÓFAGOS 
El reclutamiento de células fagocíticas conjuntamente con los mediadores inflamatorios del 
hospedador contribuyen con la habilidad de la bacteria de producir daño a nivel tisular e 
inducir gastritis. En vivo, la fagocitosis ocurre en esos sitios dañados produciendo úlceras y 
regiones de metaplasia. Los macrófagos han demostrado ser efectivos para la fagocitosis de 
H. pylori, observándose que aproximadamente la mitad de la población de la bacteria es 
internalizada para ser eliminada (Allen y col., 2000). Sin embargo, en la mayoría de los casos 
este mecanismo de eliminación falla contribuyendo a la persistencia del microorganismo en 
el tejido gástrico (Borlace y col., 2011). Más aun, se ha propuesto que la internalización del 
microorganismo en células fagocíticas promoverían altas cargas de H. pylori en lugar de 
eliminarlas (Pagliari y col., 2017).  
Los receptores que median la fagocitosis de H. pylori todavía no han sido definidos, sin 
embargo, se sabe que la unión con células fagocíticas como neutrófilos y macrófagos es 
multifactorial y está mediada por adhesinas tanto dependientes como independientes de ácido 
siálico o proteínas de unión a heparán sulfato. También podrían estar involucradas proteínas 
de matriz extracelular, ya que se ha observado que el microorganismo puede adherirse a 
laminina, vitronectina, colágeno tipo IV, heparán sulfato y ácido hialurónico (Allen 2007), 
pero su interacción todavía permanece como una incógnita. Además, H. pylori posee una 
gran variedad de mecanismos de virulencia que permiten evadir la opsonización “in vivo”, 
retardando la fagocitosis e interrumpiendo el tráfico de membrana interno y la maduración 
del fagosoma (Fig. 15).  
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Una característica distintiva es la composición de la envoltura de las bacterias fagocitadas, 
las cuales poseen alto contenido de lisofofolípidos y colesterol glucosilado. H. pylori posee 
una fosfolipasa tipo A de membrana externa, la cual es altamente activa y es estimulada por 
pH bajo y niveles de lisofosfatidiletanolamina (que pueden exceder el 50% total de 
fosfolípidos). Sumado a ello, el microorganismo puede adquirir colesterol del medio de 
cultivo o directamente de la membrana de las células del hospedador y convertirlas en 
distintos colesteroles α-glucosilados (Allen y col., 2000; Tannaes y Bukholm, 2005; Wunder 
y col., 2006; Allen 2007). 
Figura 15: Participación de macrófagos en la infección por H. pylori. A) H. pylori se une a 
macrófagos usando factores de virulencia como SabA y T4SS, se fagocita de forma lenta. El amonio 
derivado de la ureasa y la alta concentración de VacA estimulan la formación del megasoma e inhibe 
la fusión lisosoma-fagosoma. De esta forma, la bacteria ingerida no es eliminada. B) Normalmente la 
bacteria es ingerida de forma rápida, se forma el fagosoma, atraviesa el camino endosomal y son 
degradadas y eliminadas en los fagolisosomas maduros (Allen, 2007).  
Participación de macrófagos en la infección por H. pylori 
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Luego de que H. pylori es fagocitado, reside en fagosomas, y estas organelas forman 
megasomas, inhibiendo la maduración del fagosoma. De esta forma “se permite” la 
sobrevivencia, en un nicho intracelular que no es letal para el microorganismo. De hecho, se 
ha observado que H. pylori sobrevive dentro del mismo al menos 24 horas (Allen, 2007; 
Borlace y col., 2011). El mecanismo que estaría involucrado en esta inhibición no está del 
todo entendido, pero se cree que el megasoma no es fuertemente ácido y que posee poca 
cantidad de proteínas de membrana de endosoma tardío LAMP-1. Además, se ha observado 
que cepas de H. pylori que poseen las enzimas ureasa en las cuales el amoníaco derivado de 
la urea previene la maduración del fagosoma en la infección temprana y de esta manera 
exacerba la actividad de VacA secretada por la batería intrafagosómica. Algunos autores 
plantean que este mecanismo es el que usa H. pylori para sobrevivir dentro de las células 
epiteliales gástricas (Terebiznik y col., 2006; Allen 2007).    
Se ha observado que H. pylori genera un único compartimento híbrido fagosoma-endosoma-
lisosoma que retiene alguna capacidad degradativa limitada, la cual sería consistente con la 
persistencia del microorganismo en el hospedador y la sobrevivencia de un número residual 
del mismo en macrófagos infectados (Borlace y col., 2011). 
PATOLOGÍAS EXTRAGÁSTRICAS 
En las últimas décadas, diversos autores plantean una asociación de la infección por H. pylori 
en órganos y zonas del cuerpo fuera del área gastroduodenal. El primer reporte fue realizado 
por Mendall y col. en el año 1994, cuando se asoció la seropositividad de H. pylori con 
enfermedad cardiaca coronaria. Diferentes patologías asociadas al microorganismo incluyen 
diabetes mellitus, purpura trombocitopénica idiopática, anemia por deficiencia de hierro, 
fenómeno de Raynaud, migraña, síndrome de Guillen Barré y enfermedades 
cardiovasculares, del hígado, dermatológicas (rosácea, urticaria idiopática), autoinmunes 
(tiroiditis), neurológicas y pulmonares (Suzuki y col., 2011; Goni y Franceschi, 2016; de 
Korwin y col., 2017).  
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Una de las hipótesis que han surgido para explicar la asociación entre H. pylori y éstas 
patologías, es la respuesta inmunológica causada por esta bacteria en el estómago, que podría 
generar una respuesta sistémica, no solo causando daños locales, si no también influyendo 
en el desarrollo clínico de otras enfermedades, fuera del estómago. No obstante, las 
investigaciones en este campo continúan a los efectos de asegurar esta hipótesis (Lee y col., 
2016). Así, para el caso de accidente cerebro vascular se ha planteado que H. pylori aumenta 
la expresión de varios mediadores de la inflamación y activa las plaquetas y factores 
implicados en la coagulación (Álvarez y Maldonado, 2014).  
Figura 16: Zonas extragástricas asociadas con la infección por H. pylori. En el esquema se muestran 
los tejidos y órganos extragástricos, que en los últimos años se han asociado a H. pylori con un posible 
rol en el desarrollo de las patologías a nivel de éstas zonas (Testerman y Morris, 2014). 
Zonas extragástricas asociadas con la infección por H. pylori 
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Otra enfermedad neurológica que ha sido asociada a la infección por H. pylori es la 
enfermedad de Alzheimer. La hipótesis para explicar esta asociación es que el 
microorganismo podría acceder al cerebro a través de una vía oral-nasal-olfativa, lo que lleva 
a neurodegeneración produciendo una atrofia significativa del bulbo olfativo. Otra hipótesis 
es que H. pylori puede acceder al cerebro a través de monocitos infectados con H. pylori a 
través de la barrera hematoencefálica. Esta teoría se conoce como la "teoría del caballo de 
Troya"; produce un aumento de la producción de mediadores inflamatorios, como el TNF-α. 
Situación que puede causar la alteración de la barrera hematoencefálica por la regulación 
positiva de las metaloproteinasas (Álvarez y Maldonano, 2014). Una tercera hipótesis es que 
H. pylori puede acceder al cerebro a través de una vía neural retrógrada rápida desde el tracto 
gastrointestinal (GIT) y producir la neurodegeneración. 
El mimetismo molecular entre los antígenos de H. pylori y los gangliósidos nerviosos 
periféricos podría ser responsable de la asociación entre la infección por H. pylori y el 
síndrome de Guillen Barré. 
Por otro lado, la bacteria fue identificada también en la placa dental, lesiones orales, saliva, 
amígdalas y tejido adenoide (Momtaz y col., 2012, Ogaya y col., 2015). Sumado a ello, el 
reflujo gastroesofágico, es un factor de riesgo por el que el contenido gástrico puede 
fácilmente alcanzar las vías respiratorias y desencadenar un proceso inflamatorio. 
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Sistema respiratorio 
ESTRUCTURA DE LAS VÍAS RESPIRATORIAS 
El tracto respiratorio humano puede dividirse en vías aéreas superiores e inferiores. Las vías 
aéreas superiores incluyen naríz, faringe y laringe, que juegan un rol importante en la 
eliminación de partículas (Schleimer y col., 2004). Mientras que las vías aéreas inferiores 
están organizadas como un árbol, comienzan por la tráquea que se ramifica formando los 
bronquios, que se subdividen numerosas veces y forman los bronquíolos después de varias 
generaciones sucesivas. Estos últimos se subdividen numerosas veces, hasta que terminan en 
los alvéolos, los mismos forman parte de la unidad pulmonar terminal (UPT). Esta unidad se 
encuentra formada por alvéolo, el saco alveolar y el conducto respiratorio (Fig.17), 
acompañado por un paquete vasculo-nervioso. Junto a los alvéolos se extiende una densa red 
de capilares, que forman parte de la membrana hemato-aire, permitiendo el intercambio 
gaseoso. El epitelio alveolar forma una barrera protectora, sin embargo, es una membrana 
permeable, vulnerable a la entrada de partículas y otros elementos como alergenos que 
pueden desencadenar una respuesta inflamatoria. En los humanos el total de la superficie 
alveolar ocupa aproximadamente 140 m2. El parénquima pulmonar está constituido por 86% 
de espacio aéreo (que incluye alvéolos y conductos) y 13% de septos interalveolares (5% 
capilares y 7% otros tejidos). La densidad de la superficie alveolar es aproximadamente 370 
cm2/cm3 y la densidad de la superficie capilar es de 330 cm2/cm3 (Gerth 1978; Scarpelli 1998; 
Baharom y col., 2017). 
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PULMÓN 
Es un órgano que se encuentra rodeado por la pleura (doble membrana de naturaleza serosa). 
En su parénquima se encuentran alrededor de 40 tipos celulares diferentes; siendo la mayoría 
son neumocitos I y neumocitos II (85%) y el porcentaje restante (15%), corresponde a otros 
tipos celulares, una mezcla de fibroblastos/mioblastos, células endoteliales, pericitos en 
capilares sanguíneos, macrófagos alveolares, mastocitos, leucocitos, entre otros (Ravelo 
Rodríguez y col., 2012). 
POBLACIÓN CELULAR DEL PULMÓN 
La población celular se puede agrupar teniendo en cuenta los tres tejidos en que se divide el 
tabique: endotelio, epitelio e intersticio. Mientras que el endotelio se encuentra formado por 
un epitelio simple plano. El epitelio alveolar está compuesto por dos principales tipos 
celulares; las células epiteliales tipo I o neumocitos tipo I y las células epiteliales tipo II o 
neumocitos tipo II (Gerth y col., 1978). 
Figura 17: Esquema del sistema respiratorio. A) División del mismo en vías respiratorias 
superiores e inferiores. B) Componentes de la Unidad Pulmonar Terminal (UPT), conformados 
por alvéolos, saco alveolar y conducto alveolar, acompañado de su paquete neuro-vascular. 
Esquema del sistema respiratorio 
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γ Células alveolares I o neumocitos tipo I (AECI): Se encuentran cubriendo el 95% 
de la superficie alveolar y poseen un diámetro de aproximadamente 50-100 µm. Su 
morfología es elongada y plana, similar a las células endoteliales, su citoplasma se extiende 
desde la región perinuclear y además poseen un núcleo que sobresale por encima de la 
superficie epitelial. Expresan diversas proteínas como aquaporina 5, un canal funcional de 
intercambio de iones, caveolinas, receptores de adenosinas y posee múltiples genes de 
resistencia a drogas. Poseen organelas próximas al núcleo central y en la parte periférica 
vesículas de micropinocitosis, como microtúbulos y microfilamentos. Entre sus funciones se 
encuentra el intercambio gaseoso, permeabilidad y regulación de la homeostasis del fluido 
alveolar. Su proporción en el alvéolo es de 40%, mientras que los neumocitos II se encuentran 
en un porcentaje de alrededor del 60% (Gerth y col., 1978; Chen y col 2004; Herzog y col., 
2008; Ravelo Rodríguez y col., 2012) (Fig. 18). 
γ Células alveolares II o neumocitos tipo II (AECII): Se encuentran ubicados en la 
curvatura de los alvéolos en mamíferos y son responsables de producir el surfactante 
pulmonar para mantener la tensión superficial. Las mismas poseen una forma redondeada a 
cúbica y en su región apical presentan algunas microvellosidades. Tienen un núcleo central 
redondo, grandes cantidades de citoqueratina, aparato de Golgi muy desarrollado y 
numerosas mitocondrias. En el citoplasma es característica la presencia de cuerpos laminares 
que derivan de cuerpos multivesiculares con contenido denso y laminar, estructuras que 
poseen grandes cantidades de fosfolípidos. La principal función es la de intervenir en la 
síntesis del surfactante pulmonar, cuyo principal componente es la dipalmitilfosfatidilcolina. 
Otras funciones son mantener el espacio alveolar libre de fluidos, el transporte de sodio, ser 
progenitor de neumocitos tipo I, para reparar el daño epitelial después de un daño al tejido o 
durante el desarrollo embrionario. Además, juegan   un rol en la defensa del hospedador por 
medio de la producción de citoquinas y factores de crecimiento que afectan las células del 
sistema inmune. Estas células expresan antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad 
de tipo II (MHCII), pero su habilidad de presentar antígenos todavía está en estudio (Gehr y 
col., 1978; Herzog y col., 2008; Ravelo Rodríguez y col., 2012) (Fig. 18). 
γ Fibroblastos: constituyen el 30-40% de la población celular del parénquima del 
pulmón adulto sano. Si bien sintetizan muy poca matriz, los miofibroblastos activos producen 
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matriz responsable de generar fibrosis en un proceso patológico en el pulmón. Además, se 
observa la presencia de pericitos en la pared capilar (Gerth y col., 1978; Herzog y col., 2008) 
(Fig. 18). 
γ Macrófagos alveolares (MA): son células que se encuentran frecuentemente unidas 
a la superficie epitelial del pulmón humano por medio de filopodios, embebidos en la capa 
de revestimiento de la superficie (Gerth y col., 1978). Son las defensas inmunes iniciales, 
reciclan el surfactante y materiales extraños, sintetizan péptidos con propiedades 
antibacterianas, para asegurar que los pulmones estén libres de cualquier elemento extraño 
(Camberlein y col., 2015). Los MA poseen capacidad proliferativa propia, pero también 
pueden ser reemplazados a partir de monocitos provenientes de la médula ósea (Baharom y 
col., 2017). Son pobres inductores de células T a través de la presentación de antígenos (Fig. 
18). 
 
 
Figura 18: Tipos celulares presentes en el estroma pulmonar. A) Presencia de macrófagos 
alveolares, neumocitos tipo I y II. B) Fotografía electrónica de neumocitos tipo II con sus 
características estructuras llamadas cuerpos multilaminares que contienen principalmente dipalmitoil-
fosfatidilcolina (Ravelo Rodríguez y col., 2012).   
Tipos celulares presentes en el estroma pulmonar 
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SURFACTANTE PULMONAR  
El surfactante pulmonar es depositado mediante el proceso de exocitosis en la luz del alvéolo 
por parte de los neumocitos tipo II. En un primer momento se forma un complejo proteico 
denominada mielina tubular, que se ensambla en estructuras tubulares, incorporándose a la 
sustancia tensoactiva según las necesidades fisiológicas, formando una monocapa sobre la 
superficie del alvéolo.  
El surfactante es una mezcla compuesta en un 80-90% por fosfolípidos (principalmente 
dipalmitoilfosfatidilcolina) y colesterol, más un 10% de proteínas. Su función principal es 
reducir la tensión superficial de la interface aire-agua, disminuyendo de esta forma el trabajo 
necesario para expandir el pulmón y prevenir el colapso de los alvéolos al final de la 
inspiración. La segunda función principal es la de defensa, ya que también participa en la 
regulación del pH y la concentración de calcio, transmitiendo la señal inflamatoria del 
alvéolo al capilar adyacente. También, favorece la coagulación, fibrinólisis y la protección 
del parénquima pulmonar contra patógenos, ya que varios de los productos tienen 
propiedades bactericidas que actúan mediante la opsonización, siendo eliminados 
posteriormente los microorganismos por los MA (Ravelo Rodríguez y col., 2012; Ishii y col., 
2014; Stachowicz-Kúsnierz y col., 2018).  
UNIDAD PULMONAR TERMINAL (UPT) 
La UPT constituye una estructura formada por alvéolos organizados que se abren desde el 
espacio aéreo y se conecta con los bronquiolos respiratorios, ductos alveolares y sacos 
alveolares. Se encuentra cubierto por una fina capa de líquido conformado por una película 
monomolecular de surfactante, en la interfaz abierta gas-líquido. Los conductos alveolares 
aumentan en número mediante la ramificación repetitiva de los bronquiolos, a través de seis 
a 12 generaciones en los acinos humanos. Por último, la estructura recubre a la unidad se 
llama saco alveolar (Scardapelli, 1998). 
Además, presenta una red de tejido conectivo en el espacio intersticial, extendiéndose desde 
la región subpleural hasta el hilio. Este tejido le imparte propiedades elásticas, tal vez 
viscoelásticas, al tejido pulmonar. Los capilares, los vasos sanguíneos precapilares y 
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poscapilares, los linfáticos y las células migratorias también comparten el intersticio 
(Scardapelli, 1998).  
RESPUESTA INFLAMATORIA DEL ESTROMA PULMONAR 
Ciertas enfermedades pulmonares, por ejemplo, enfisema, causa pérdida de neumocitos I e 
hiperplasia de los neumocitos II. Estas últimas células tienen alteradas la expresión de sus 
componentes y productos, como así también la capacidad de diferenciarse entre las 
poblaciones celulares, lo que lleva a un estado de vulnerabilidad de los alvéolos. 
La lesión aguda pulmonar o síndrome de distrés respiratorio agudo del adulto (SDRA), se 
caracteriza por un daño endotelial y epitelial, activación de mecanismo inflamatorio, 
desbalance entre citoquinas pro y anti-inflamatorias, necrosis y apoptosis celular. Sumado a 
cambios morfológicos a medida que transcurre el tiempo: en la primera semana se observa 
una fase exudativa, donde se produce una lesión como respuesta inflamatoria de las células 
epiteliales alveolares, aumento de la permeabilidad endotelial y extravasación de líquido a la 
luz alveolar, causando edema en el intersticio alvéolo-capilar, alterando el surfactante 
pulmonar y generando un colapso alveolar y posible depósito de sustancias inflamatorias. 
Aproximadamente a los 20 días, se observa una fase proliferativa, donde hay aumento del 
número de los AECII, cubriendo toda la superficie alveolar. El colágeno se deposita en el 
intersticio, al tiempo que disminuye el tamaño de los alvéolos y los separa, produciéndose 
una fibrosis pulmonar. La última fase se la denomina fase fibrótica, debido a la actividad 
fibroblástica, en donde también se considera que la apoptosis de células epiteliales alveolares 
y el retardo en la reparación del epitelio juegan un rol importante, situación que es mediada 
por vías de señalización de transmisión mesenquimal (Ravelo Rodríguez y col., 2012; 
Cabrera-Benítez y col., 2012). 
Patologías como la fibrosis pulmonar idiopática (FPI), que es una enfermedad intersticial del 
pulmón que causa una destrucción y pérdida de función del órgano de forma progresiva e 
irreversible. Se ven caracterizadas por un cambio fenotípico y funcional de las AECII como 
disfunción mitocondrial o senescencia y la liberación de mediadores pro-inflamatorios como 
IL-1β, o Factor de crecimiento transformante(TGF)-β. A nivel del tejido hay fibrosis 
subpleural y paraseptal (espacios aéreos revestidos por epitelio bronquial quístico, a menudo 
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llenos por mucina y variable números de células inflamatorias), alternando con áreas menos 
afectadas o parénquima normal (King TE y col., 2011; Lehman y col., 2018). 
Además, muchas bacterias patógenas pueden llegar a la nasofaringe mediante la 
microaspiración, donde el desarrollo de cuadros infecciosos va a depender del número de 
bacterias que se encuentran en el pulmón, su virulencia y la habilidad del hospedador para 
eliminar al microorganismo invasor (Camberlein y col., 2015). Diversos patógenos se han 
asociado con enfermedades pulmonares como por ejemplo Mycobacterium tuberculosis, 
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, entre otros. 
Muchos de ellos son transferidos desde el bronquio a los pulmones, donde colonizan el lumen 
de los alvéolos y células epiteliales alveolares.  
S. aureus, luego de su infección, es expuesta al surfactante pulmonar, el cual es rico en 
lípidos.  Cuando las bacterias se encuentran con este ambiente rico en lípidos, es probable 
que diferentes respuestas sean inducidas. Éstas mismas son distintivas de los 
microorganismos que circulan en el torrente sanguíneo o que infectan el tejido, lo que puede 
contribuir a la virulencia en el hospedador (Ishii y col., 2014). 
H. influenzae causa bronquitis, neumonía, enfermedades respiratorias crónicas secundarias y 
se lo ha aislado de pacientes con enfermedad obstructiva crónica pulmonar (EPOC), tanto en 
fase aguda como en exacerbaciones (Abdillahi y col., 2018).  
La infección por S. pneumoniae en el pulmón produce un influjo masivo de PMN en los 
espacios alveolares, que cuando la inflamación es pobremente controlada, se produce 
destrucción del tejido, obstrucción del intercambio gaseoso y en última instancia pérdida de 
la función respiratoria (Bhowmick y col., 2013). 
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Helicobacter pylori y pulmón 
La capacidad de H. pylori para alcanzar la vía respiratoria junto a la similitud existente entre 
la bronquiectasia y la ulcerogénesis podrían explicar la relación de esta bacteria con las 
enfermedades respiratorias. En ese sentido, en la ulcerogenesis producida por el 
microorganismo, se observa un gran reclutamiento de neutrófilos y linfocitos T en la 
submucosa, además de la liberación de IL-8, IL-1 y TNF-α, lo que permite plantear la 
hipótesis de un posible papel patogénico del microorganismo en las vías respiratorias.  
El mecanismo que relaciona la infección por H. pylori en el desarrollo de enfermedades 
respiratorias no está del todo dilucidado. Aunque existen tres teorías que podrían explicar 
esto, y consecuentemente, el posible mecanismo de infección de H. pylori en la patogénesis 
de la mayoría de las enfermedades extragástricas incluyendo inflamación crónica, local o 
sistémica y la iniciación de la respuesta autoinmune (Chmiela y Gonciarz, 2017). Las teorías 
son: 
1) La respuesta inmune inducida por H. pylori. La liberación crónica de péptidos 
gastrointestinales (gastrina, somatostatina) y citoquinas proinflamatorias incluyendo IL-1, 
IL-8 y TNF-α desde la mucosa gástrica, tienen como consecuencia un efecto sistémico 
(Roussos y col., 2006; Testerman y Morris, 2014) (Fig.19). 
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Efectos sistémicos de la respuesta inflamatoria a la infección por H. pylori  
Figura 19: Efecto sistémico de la respuesta inflamatoria a la infección por H. pylori. Este efecto 
se manifestaría en distintos sistemas como el tracto intestinal o las vías respiratorias. Las células 
dendríticas del tejido (CD) toman muestra de los antígenos de H. pylori en la mucosa gástrica y migran 
posteriormente a los ganglios linfáticos mesentéricos (GLM) y de drenaje del estómago, donde 
estimulan la respuesta de células T reguladoras (Treg). Los antígenos solubles pueden ser 
transportados a través de la linfa a los GLM para su presentación por CD residentes. Las células Treg 
entran en circulación y se acumulan, no solo en la mucosa gástrica, sino también en otras superficies 
mucosas del cuerpo, tales como las vías respiratorias y el intestino. Los efectos “patógenos” de las 
células T sería a través de mediadores solubles como IL-10 y mecanismos dependientes de contacto 
(Testerman y Morris, 2014).  
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2) Mimetización molecular. Es una estrategia muy común de agentes infecciosos que se 
adaptan al organismo hospedador para evadir la respuesta inmune. Se la define como una 
similitud antigénica y funcional entre estructuras microbianas y moléculas del hospedador 
que lleva a la producción de anticuerpos autoreactivos, que podrían contribuir al desarrollo 
de enfermedades autoinmunes. De esta forma, una mimetización molecular cruzada entre 
antígenos de la bacteria y el hospedador podrían existir en pacientes infectados con H. pylori. 
Esta hipótesis es respaldada porque se han visualizado, en pacientes infectados, anticuerpos 
con reactividad a la zona antral de la mucosa gástrica. El rol patogénico de este 
microorganismo en las enfermedades podría deberse a una activación anormal de mediadores 
inflamatorios y/o a la inducción de autoinmunidad (Fig. 20) (Roussos y col., 2006; 
Malfertheiner y col., 2011; Chmiela y Gonciarz, 2017). 
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Mimetismo molecular entre H. pylori y componentes del hospedador 
Figura 20: Mimetismo molecular entre H. pylori y componentes del hospedador. La 
exposición crónica del sistema inmune del hospedador a los componentes H. pylori que poseen 
secuencias homólogas con componentes celulares o solubles del hospedador podría inducir 
anticuerpos autoinmunes. Se muestran ejemplos de los blancos del hospedador inducidos por H. 
pylori. GP: glucoproteínas; Hsp: proteínas de choque término, HLA: antígenos humanos 
leucocitarios, Le: antígenos de Lewis (Chmiela y Gonciarz, 2017). 
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3) La aspiración o inhalación de la bacteria en las vías respiratorias. El contenido 
gástrico puede alcanzar fácilmente las vías respiratorias a través del reflujo gastroesofágico, 
que es un fenómeno fisiológico. Si H. pylori está presente en el mismo, podría colonizar el 
sistema respiratorio a través de una ruta oral-faríngea-laríngea. Esto causaría un daño directo 
y una inflamación crónica de dichas vías, facilitado por el mismo origen embriológico del 
sistema digestivo y respiratorio (Fig. 21) (Deng y col., 2013; Samareh Fekri y col., 2014; 
Chmiela y Gonciarz, 2017). 
Aspiración directa de H. pylori en las vías respiratorias 
Figura 21: Aspiración directa de H. pylori en las vías respiratorias. El pasaje del contenido 
del estómago, donde se encuentra H. pylori, hacia el esófago, posibilita la llegada al pulmón y 
permite la instalación del microorganismo en el parénquima pulmonar. 
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En cuanto a las enfermedades respiratorias, un aumento de la seroprevalencia de H. pylori se 
ha encontrado en las bronquiectasias activas, la bronquitis crónica y la tuberculosis pulmonar 
activa (Angrill y col., 2006). Además, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica y la 
tuberculosis pulmonar son más frecuentes en pacientes con úlcera péptica que en la población 
en general (Shams-Hosseini y col., 2011; Tabaru y col., 2012). En este sentido, los pulmones 
comparten el mismo origen embriológico (endodermo) con la túnica mucosa del estómago, 
la cual secreta gastrina entre sus productos principales.  
Otro antecedente propone que H. pylori es una posible causa de muerte súbita en niños, 
demostrando la presencia del microorganismo en estómago, tráquea y pulmón (Kerr y col., 
2000).  
Estudios realizados en pacientes con cáncer de pulmón mostraron una prevalencia del 73% 
de anticuerpos anti-Helicobacter en enfermos con esta patología (Malfertheiner y col., 2011). 
El mecanismo propuesto por Nakashima y col. (2015) plantea que la infección por el 
microorganismo no sería responsable directo de las enfermedades pulmonares, si no debido 
a la aspiración en el pulmón de exotoxinas como VacA, producidas por el microorganismo.   
Teniendo en cuenta que la prevalencia de cáncer de pulmón es 2 a 3 veces mayor en pacientes 
con úlceras gástricas, se ha sugerido que la prolongada liberación de gastrina y 
ciclooxigenasa (COX)-2 en pacientes infectados con H. pylori podría estimular la 
neoangiogénesis del tumor y por lo tanto el desarrollo del cáncer de este órgano (Deng y col., 
2013).  
Sin embargo y aún observándose una alta seroprevalencia de H. pylori en pacientes con 
diferentes enfermedades respiratorias, esto no ha sido aún estudiado (Angrill y col., 2006; 
Aebischer y col., 2010; Nakashima y col., 2015). Por otro lado, el microorganismo podría 
afectar a los pulmones a través del LPS estimulando la producción de citoquinas pro-
inflamatorias, incluyendo IL-1, IL-6 y TNF-α (Malfertheiner y col., 2011). Además, la 
persistencia de H. pylori en el estómago conduce a la inflamación crónica y mantiene la 
estimulación del sistema inmune, lo cual podría contribuir a las enfermedades respiratorias 
(Koshiol y col., 2012; Moyat y Velin 2014).  
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Las infecciones respiratorias provocan extensas lesiones que generan cambios en la 
arquitectura pulmonar (Sacco y col., 2004). Durante los desórdenes inflamatorios, llegan a 
producirse en el epitelio desprendimientos de células dañadas, tanto del lumen bronquial 
como alveolar, pero, además se lleva a cabo la activación de células sobrevivientes. Las 
células sobrevivientes incrementan la expresión de moléculas de adhesión de superficie, 
como la liberación de citoquinas pro-inflamatorias y quimiocinas (Sacco y col., 2004). Como 
resultado se produce un reclutamiento de células inflamatorias, tales como neutrófilos y 
macrófagos, quienes pueden liberar especies reactivas del oxígeno, del nitrógeno y citoquinas 
que llevan a la inflamación del tejido pulmonar (Kumar y col., 2003). El resultado del 
desbalance entre oxidantes/antioxidantes produce estrés oxidativo. Éste juega un rol 
importante en la patogénesis de las enfermedades del pulmón, no sólo a través del daño 
directo, sino también por estar implicado en el control de los mecanismos inflamatorios 
pulmonares (MacNee., 2000). Ácidos grasos libres y lípidos poli-insaturados de las 
membranas celulares son el mayor blanco del ataque por radicales libres, resultando en un 
aumento de la peroxidación lipídica. Durante el estrés oxidativo se produce un aumento en 
la expresión de genes pro-inflamatorios como IL-1, IL-8, TNF-α situación que ocurre debido 
a la activación del NF-κB, por efecto de los oxidantes (MacNee., 2000; Donaldson y col., 
2003).  
Los macrófagos juegan un rol importante, tanto en la eliminación de patógenos como en 
iniciar la respuesta inmune, ya que secretan enzimas, citoquinas, quimiocinas y especies 
reactivas del oxígeno y nitrógeno. Por otro lado, macrófagos y neutrófilos activados por 
citoquinas pro-inflamatorias producen grandes cantidades de superóxido y sus derivados a 
través de la vía NADPH oxidasa (Droge, 2002). La NADPH oxidasa de los fagocitos genera 
anión superóxido (O2-), reacciones posteriores producen peróxido de hidrógeno, ácido 
hipocloroso y otros productos microbicidas, ya sea en el espacio extracelular o en la vacuola 
fagocítica ejerciendo efectos tóxicos (Cornejo y col., 2000). Las quimiocinas juegan un rol 
central en la migración y activación celular, debido a que son capaces de atraer leucocitos 
inflamatorios (tales como monocitos, células T activadas y neutrófilos) (Campbell y Butcher, 
2000). La proteína inflamatoria de macrófagos (MIP)-2 y la quimiocina derivada de 
queratinocito (KC), similares a IL-8 en humanos, atraen neutrófilos al sitio de inflamación 
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(Yamamoto y col., 2004; Speyer y col., 2004), mientras que macrófagos y monocitos son 
atraídos por la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP)-1 y MIP-1α (Speyer y col., 2004).  
Los neutrófilos, monocitos y macrófagos, cooperan durante el inicio, progresión y resolución 
de los procesos inflamatorios (Soehnlein y Lindbom, 2010). En este sentido, la prolongación 
de la supervivencia de los macrófagos puede jugar un papel fundamental en determinadas 
situaciones, permitiendo una correcta resolución de la inflamación y evitando la aparición de 
procesos inflamatorios crónicos (Filep y El Kebir, 2009). En el pulmón, el efecto protector 
de COX-2 en injurias parece ser mediadas, al menos en parte, por lipoxinas (Fukunaga y col., 
2005). Estas moléculas son una familia de mediadores lipídicos que han sido caracterizados 
como lipoxina A4 (LX4) y 15-epi-lipoxina A4. Ambas al acoplarse a los receptores ALX 
permitirían la resolución de inflamación (Serhan y col., 2008; Ramstedt y col., 1987). Sin 
embargo, las lipoxinas parecen tener un potencial terapéutico en distintos modelos 
patológicos, aunque no son claramente entendidos.  Entre los roles que se le reconocen a las 
lipoxinas se encuentran algunas funciones de interés como: 1) Estimulación de la expresión 
de genes relacionados con rutas anti-inflamatorias (Qiu y col., 2001).  
2) Regulación de la activación del factor de transcripción NF-κB.  
3) Estimulación de los macrófagos para que fagociten a los PMN.  
4) Regulación de la organización del citoesqueleto en macrófagos.  
5) Reprogramación de la producción de citoquinas en los macrófagos induciendo un cambio 
fenotípico en estas células que dejarían de ser pro-inflamatorias (Prieto Chinchilla P., 2010).  
Por lo antes expuesto, es ésta un área particularmente interesante de la investigación que 
intenta establecer la relación entre la infección por H. pylori y las enfermedades 
extragástricas. Es así que el impacto de la infección con H. pylori en el sistema respiratorio 
representa un campo con datos no concluyentes, que suscitan muchas preguntas pendientes 
de respuesta y de gran interés para la práctica clínica de la medicina, considerando la 
importancia y prevalencia de las enfermedades del sistema respiratorio. 
Hasta el momento, no se ha investigado el rol de este microorganismo en la enfermedad 
pulmonar, aún cuando se sabe que este órgano puede ser blanco de la infección, por lo que 
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en el marco de este trabajo de tesis se propuso evaluar el pulmón como un posible órgano 
blanco después de la infección.  
Los estudios contribuirán a entender los mecanismos que median la infección por H. pylori 
en mucosas extragástricas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objetivos 
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Objetivos generales y específicos 
OBJETIVO GENERAL 
Estudiar en un modelo experimental en ratón si la infección oral con H. pylori induce una 
respuesta inflamatoria en pulmón. Se analizarán aspectos culturales y capacidad de desarrollo 
de estrés oxidativo y nitrosativo en el sistema respiratorio durante la infección.  
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1) Investigar la respuesta inflamatoria en pulmón luego de la infección orotraqueal con H. 
pylori, analizando los perfiles de expresión de citoquinas y quimiocinas. Analizar el posible 
rol protector de IL-17 en pulmón. Para el cumplimiento del objetivo se realizarán las 
siguientes actividades:  
 Evaluar el índice de inflamación y marcadores de edema pulmonar.  
 Investigar la expresión de IL-17, iNOS, TNF-α, IL-10, IL-4, IL-1β, IL-8, I-CAM, V-
CAM, CCT, MMP-9.  
 Evaluar la invasividad de H. pylori en ganglios linfáticos mesentéricos (GLM), 
estómago y pulmón de ratones infectados por vía oral.  
2) Analizar las poblaciones celulares en los lavados broncoalveolares (LBA) y los cambios 
morfológicos en el estroma de pulmón como resultado de la infección oral. Para el 
cumplimiento de este objetivo:  
 Estudiar cambios en la viabilidad de células de LBA.  
 Cuantificar población de macrófagos, linfocitos y PMN en LBA.  
 Investigar concentraciones de proteínas en LBA.  
 Analizar niveles de Lactato deshidrogenasa (LDH) en LBA.  
 Citotoxicidad 
 Investigar cambios histopatológicos en pulmón.  
 Determinar peroxidación lipídica a través de sustancias reactivas al ácido 2-
tiobarbiturico (TBAR´s) en pulmón. 
 Determinar la actividad de la enzima Catalasa en pulmón.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Materiales y 
Métodos 
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Materiales y Métodos 
Figura 22: Protocolos de trabajo. En el esquema se muestran brevemente los estudios llevados 
a cabo. TBAR´s: Ácido tiobarbitúrico; H&E: Hematoxilina&Eosina; PAS: Ácido periódico de 
Schifft; RT-PCR: cadena en reacción de la polimerasa con transcriptasa inversa; LDH: Lactato 
deshidrogenasa; MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol. 
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Animales y protocolo de experimentación  
Se utilizaron cepas de ratones BALB/c que fueron mantenidos en condiciones libres de 
patógenos, producidos y conservados en el bioterio de Universidad Nacional de San Luis-
IMIBIO-SL según protocolo realizado para experiencia con animales aprobado por Comité 
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA). En los experimentos se usaron ratones 
machos entre 25-30 gramos. En cada experimento se utilizó un total de 20 animales (n=20). 
Cepa e infección  
Se usó la cepa de referencia NCTC 11638 de H. pylori cedida gentilmente por la Dra. Teresa 
Alarcón Cavero, Hospital Universitario de La Princesa, Madrid-España. La cepa es CagA (-
) y VacA (+). Las bacterias fueron cultivadas en Agar Mueller-Hilton (Britania, Buenos 
Aires, Argentina) suplementado con 5% de sangre equina a 37°C en condiciones de 
microaerofilia (5% O2, 10% CO2, 85% N2), a partir de la cual se preparó una suspensión de 
1-5x108 unidades formadoras de colonias (UFC) de H. pylori para la infección. Los ratones 
fueron divididos en dos grupos, infectados (I) y control (C). Al grupo de los infectados, se le 
administró 20 μl de la suspensión del microorganismo por instilación orotraqueal; mientras 
que al grupo control se le administró, por la misma vía, buffer fosfosalino pH 7,4 (PBS 1X) 
estéril. Cada ratón recibió una vez la suspensión cada 3 días en un periodo total de un mes. 
Medición del índice de inflamación 
Los pulmones de ambos grupos fueron obtenidos de forma aséptica y separados 
quirúrgicamente del resto de la vía respiratoria. Cada pulmón se llevó hasta peso contante, 
colocando las muestras a 60 ° C durante 48 horas. A partir de la diferencia de peso se obtiene 
un índice que se puede asociar a los niveles de retención de agua de los tejidos, como una 
medida del grado de inflamación.  
Extracción de ARN y determinación de expresión IL-17, iNOS, TNF-α, IL-10, IL-4, IL-
1β, IL-8, I-CAM1, V-CAM1, CCT y MMP-9  
El ARN del tejido pulmonar se extrajo usando TRIzol (Life Technologies) se efectúo 
siguiendo el protocolo que se detalla a continuación: 
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1) Se agregó 500 µl de TRIZol a un tubo Eppendorf de 1,5 ml, y se colocó la muestra de 
pulmón, realizando la homogeinización del mismo. 
2) Se centrifugó a 11000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos. 
3) Se recuperó el sobrenadante (SN) y se incubo 5 minutos a 15-30°C. 
4) Se agregó 200 µl de cloroformo, luego se agitó 15 segundos. Se llevó a incubar 2-3 minutos 
a 15-30°C. 
5) Se centrifugó a 11000 rpm durante 15 minutos. 
6) Se separó la fase acuosa, y se la traspaso a un nuevo tubo Eppendorf. 
7) Se adicionó 400 µl de isopropanol para precipitar el ARN. 
8) Se incubó 10 minutos a 15-30°C. 
9) Se centrifugó a 11000 rpm durante 10 minutos. 
10) Se removió el SN y se lavó el pellet con 800 µl de etanol 75%. 
11) Se centrifugó a 11000 rpm durante 5 minutos. 
12) Se dejó secar el pellet, para luego agregar 50 µl de H2O ultrapura, y se incubó 10 minutos 
a 55-60°C. 
La cuantificación del mismo se llevó a cabo mediante la preparación de una dilución 1/100 
de las muestras, las cuales posteriormente fueron medidas por espectrofotometría usando 
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Las muestras de ARN fueron adaptadas para 
dar una concentración final de 2 ng/µl. Para la síntesis de ADN copia (ADNc), se utilizó 2 
µg total de ARN.  
La retrotranscripción se realizó utilizando la retrotranscriptasa Moloney Murine Leukemia 
virus reverse Transcriptase (Invitrogen) y random primers, mediante el siguiente protocolo: 
1) En un tubo Eppendorf de 0,2 ml se adicionó H2Od estéril, primer y templado de ARN. 
2) Se incubó la mezcla a 70°C durante 5 minutos. Posteriormente se la colocó en hielo. 
3) Se adicionó: 
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- Buffer de reacción 5X 
- Mix de dNTPs 10 Mm 
- Inhibidor de ribonucleasa 20V 
- H2O deionizada 
4) Se incubó a 25°C durante 5 minutos. 
5) Se adicionó 200 unidades de retrotranscriptasa. Luego se incubó durante 10 minutos a 
25°C. 
6) Posteriormente se incubó a 42°C durante 1 hora. 
7) Se colocó 10 minutos a 70°C para frenar la reacción. Posteriormente se colocó en hielo. 
A partir del ADNc, se amplificaron por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) los genes 
que codifican para interleuquinas y quimocinas empleando primers específicos (tabla 1). Los 
fragmentos obtenidos fueron identificados en geles de agarosa coloreados con Gel Red 
(GenBiotech).  
El tamaño del fragmento de ADN se determinó por comparación con el marcador de Peso 
Molecular, PCR markers de 6 bandas con un rango de PM de 50 a 1000 pb.  
El análisis diferencial de la expresión de genes se realizó por semicuantificación de las 
bandas con un analizador de imagen (WCIF ImageJ) tomando como referencia el gen 
constitutivo β actina. Se estableció la relación para un gen dado respecto al gen constitutivo 
y la relación de la expresión de ese gen para un tiempo determinado de la infección respecto 
al control. Los valores menores a 1 corresponden a una disminución en la expresión y valores 
mayores a 1 corresponden a un aumento en la expresión.  En la tabla 1 se muestran las 
secuencias de los primers utilizados con el programa de amplificación y los tamaños de los 
fragmentos esperados, mientras que en la tabla 2 se especifican los protocolos de 
amplificación de cada par de primers. 
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PRIMERS UTILIZADOS EN RT-PCR 
Gen  Secuencia de los primers (5´-3´) Tamaño amplicon (pb) 
β-actina CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 
GTGGGCCGCTCTAGGCAGCAA 
578 
iNOS GAGAGATCCGATTTAGAGTCT 
GCAGATTCTGCTGGGATTTCA 
630 
TNF-α ATGAGCACAGAAAGCATGATC 
TACAGGCTTGTCACTCGAATT 
351 
IL-1β TGCAGAGTTCCCCAACTGGTACATC 
GTGCTGCCTAATGTCCCCTTGAATC 
388 
IL-10 GGCCCTTTGCTATGGTGTCC 
AAGCGGCTGGGGGATGAC 
720 
IL-4 GAATGTACCAGGAGCATATC 
CTCAGTACTACGAGTAATCCA 
385 
IL-8 TGCTTTTGGCTTTGCGTTGA 
GTCAGAACGTGGCGGTATCT 
201 
IL-17 TCCAGAAGGCCCTCAGACTA 
CTCGACCCTGAAAGTGAAGG 
740 
Metaloproteasa 
(MMP)9 
GCATACTTGTACCGGTATGG 
TGTGAGTTTATGATGGTCCC 
225 
Citidiltransferasa 
(CCT) 
AGGCTACTGTGACCGAGTA 
AGTCACCCTGACATAGGGCT 
350 
I-CAM1 TAAGAGGACTCGGTGGATGG 
TTTCCCCAGACTGTCACAGG 
247 
V-CAM1 TGACAAGTCCCCATCGTTGA 
ACCTCGCGACGGCATAATT 
210 
Tabla 1: Primers utilizados en RT-PCR. Secuencia de los primers utilizados y tamaño de los amplicones.   
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β-actina 
Pasos Temperatura (°C) Tiempo 
Desnaturalización inicial 94 4 minutos 
35 ciclos 94 45 segundos 
60 1 minuto 
72 1 minuto 
Extensión final 72 7 minutos 
TNF-α/IL-8 
Desnaturalización inicial 95 2 minutos 
30 ciclos 94 2 minutos 
55 1 minuto 
72 1 minuto 
Extensión final 72 7 minutos 
IL-1β 
Desnaturalización inicial 95 2 minutos 
30 ciclos 94 1 minuto 
60 1 minuto 
72 1 minuto 
Extensión final 72 7 minutos 
IL-10/IL-4 
Desnaturalización inicial 94 4 minutos 
35 ciclos 95 1 minutos 
57 1 minuto 
72 1 minuto 
Extensión final 72 7 minutos 
iNOS 
Desnaturalización inicial 94 4 minutos 
35 ciclos 94 45 segundos 
60 1 minuto 
Protocolo de amplificación de los distintos primers 
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72 1 minuto 
Extensión final 72 7 minutos 
I-CAM1/CCT 
Desnaturalización inicial 95 2 minutos 
39 ciclos 95 1 minuto 
54 1 minuto 
72 1 minuto 
Extensión final 72 7 minutos 
MMP9 
Desnaturalización inicial 94 2 minutos 
39 ciclos 94 1 minuto 
50 1 minuto 
72  1 minuto 
Extensión final 72 7 minutos 
V-CAM1 
Desnaturalización inicial 95 2 minutos 
39 ciclos 95 1 minuto 
 55 1 minuto 
 72 1 minuto 
Extensión final 72 7 minutos 
IL-17 
Desnaturalización inicial 94 4 minutos 
30 ciclos 95 1 minuto 
 52 1 minuto 
 72 1 minutos 
Extensión final 72 7 minutos 
 
 
 
Tabla 2: Protocolos de amplificación de los distintos primers. Distintos protocolos utilizados para RT-
PCR y obtención del ADNc.   
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Determinación de la carga bacteriana  
El recuento de H. pylori se realizó en pulmón, GLM y estómago a los 3, 7, 14, 21 y 30 días 
post-infección (PI) tanto del grupo control como del infectado. Dichos órganos fueron 
obtenidos de forma aséptica en solución salina, para luego ser homogenizados mediante la 
utilización de homogenizador de tejidos de teflón Ultra Turrax IKA® T18 basic. Se 
sembraron 100 µl de los homogenatos y diluciones del mismo (1/10 y 1/100), en placas de 
agar sangre, las que fueron incubadas a 37°C en condiciones de microaerofilia, durante 3 a 7 
días. El recuento permitió obtener unidades formadoras de colonias (UFC)/ml. 
Identificación bioquímica y molecular de H. pylori en los homogenatos 
La identificación bioquímica de las cepas obtenidas se llevó a cabo mediante la tinción de 
Gram, y reacciones positivas para ureasa, catalasa y oxidasa.  
La identificación molecular se llevó a cabo mediante amplificación del ARN ribosomal 
(ARNr) 16S por técnica de PCR. Para ello, el ADN del microorganismo fue obtenido a partir 
de los homogenatos mediante la utilización de Tritón. Los pasos realizados fueron los 
siguientes: 
1) En un tubo Eppendorf que contenía una porción del homogenato se adicionó 150 µl de 
Tritón 1X (diluido en buffer TE)  
2) Se incubó durante 15 minutos a baño maría 100°C. 
3) Luego se centrifugó durante 5 a 10 minutos a una velocidad entre 10000-12000 rpm. 
4) Finalmente se tomaron aproximadamente 80 ml del sobrenadante, teniendo cuidado de no 
tocar el precipitado, y se llevaron a un nuevo tubo que se conservó a -4°C.  
Posteriormente, mediante PCR con el par de primers del gen 16S, se amplificó, obteniendo 
un amplicon de 390 pb.  
La secuencia de los primers es: 
 Forward: 5´-GGAGGATGAGGTTTTAGGATTG-3´ 
 Reverse: 5´-CGTTTAGGGCGTGGACT-3´ 
La amplificación de ADN se realizó en un volumen final de mezcla de reacción de 20 ml, 
conteniendo 1 ml de cada oligonucleótido; 0,2 mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Promega, 
Wisconsin, Madison, USA), 1x de buffer de reacción (concentración madre 10x: 50 mM KCl, 
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10 mM Tris-HCl, 0,1% Tritón X-100 (Promega), 1 U de Taq ADN polimerasa en buffer B 
(20 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1mM DTT, 50% Glicerol, 0,5% 
Nonidet-P40, 0,5% Tween 20 (Promega). Se usó como templado 1 ml de ADN. La 
amplificación se llevó a cabo en un termociclador programable BIORAD T100TM Therma 
cycler (Hercules, California, Estados Unidos) mediante el siguiente protocolo: 
Pasos Temperatura (°C) Tiempo (minutos) 
Desnaturalización inicial 94 3 
35 ciclos 94 1 
58 1 
72 1 
Extensión final 72 10 
 
Análisis de tejido gástrico  
El estómago obtenido asépticamente de los ratones controles e infectados se lavó con 
solución fisiológica, se abrió por la curvatura mayor y se extendió sobre un portaobjeto para 
identificar con microscopia óptica la presencia o ausencia de úlceras. Las lesiones fueron 
contadas y se midió su longitud. Para el caso de petequias, estas fueron contadas, y cada 
grupo de 5 petequias se las tomaba como 1 mm de úlcera de acuerdo al protocolo descripto 
por Awaad y col. (2017). 
Recolección de Lavados Broncoalveolares (LBA)  
Transcurridos los días 3, 7, 14, 21 y 30 PI, a ratones de ambos grupos se los anestesió con 
ketamina-xilacina, se les practicó una incisión en la tráquea y colocó una cánula para realizar 
LBA con PBS 1X estéril, el cual fue recolectado y centrifugado a 3000 rpm para realizar los 
debidos análisis. El sobrenadante se tomó y se utilizó para la determinación de LDH, mientras 
que el precipitado contenía las células que se utilizaron para tipificación de población celular, 
evaluación de la viabilidad y cultivo celular. 
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Evaluación de la viabilidad de células del LBA 
Las células obtenidas fueron teñidas con azul de Tripán y contabilizadas en cámara de 
Neubauer. El colorante no puede penetrar y teñir a células vivas con membranas íntegras, por 
lo que permite diferenciar las células muertas (con disrupción de la membrana) de las vivas. 
A las células recolectadas mediante LBA se las centrifugó para concentrar, se las extendió 
en medio DMEM y luego se le agregó 1 µl de la muestra a 99 µl de azul de Tripán. 20 µl se 
agregó a la cámara de Nuebauer para contabilizar las células vivas por cuadrante. 
Tipificación de poblaciones celulares  
Para evaluar las poblaciones celulares, el primer LBA (aproximadamente 1 ml) fue 
centrifugado y el sedimento se fijó con metanol y se tiñó con Giemsa. Los recuentos y 
tipificación de las poblaciones celulares se realizaron a partir de los extendidos, donde sobre 
un total de 100 células se identificó cada tipo, por la morfología característica. 
Determinación de proteínas en pulmón 
La determinación de proteínas presentes en el tejido pulmonar se llevó a cabo mediante el 
método de Lowry, a partir de una dilución 1/20 de las muestras. A 200 µl de la muestra se le 
agregó 800 µl de solución C (1ml de tartrato de sodio al 2%, 1 ml de CuSO4 al 1% y 98 ml 
de NaCO3 al 2%), se agitó e incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente se le agregó Reactivo de Folin-Ciocalteau en una dilución 1:1, se agitó 
nuevamente e incubó 10 minutos.  
Luego se leyó a 750 nm en espectrofotómetro.  
Determinación de Lactado deshidrogenasa (LDH) 
La determinación de LDH se realizó mediante kit comercial (Wiener lab). Se basa en la 
reacción: 
Posee 2 reactivos, A y B. 3 ml del reactivo B se agregó al reactivo A, y se mezcló. El reactivo 
A se preincubó, luego se agregó 100 µl de la muestra. La absorbancia se leyó a 340 nm, 
inmediatamente de agregado el reactivo y a los 60, 120 y 180 segundos. Se determinó la 
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diferencia promedio de las absorbancias por minuto (A/min), restando cada lectura de la 
anterior y promediando los valores.  
Los cálculos utilizados fueron:  
20 H (U/I) = a/min x 4,921  
dónde: 4,921 es un factor de conversión a 25°C y 340 nm. 
Los valores de referencia están entre 100-240 (U/I). 
Extracción y cultivo de macrófagos del LBA 
A partir del LBA obtenido, se centrifugó a 3000 rpm. Las células fueron resuspendidas en 
DMEM y se cultivaron en placas de 96 wells.   
Determinación de superóxido por Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) 
Para la determinación se preparó una solución stock de MTT de 5mg/ml en PBS 1X. 
Posteriormente dicha solución se agregó a las placas con los macrófagos cultivados, y luego 
se le adicionó 100 µl HCL 0,04N en 150 µl de isopropanol para ver la formación de cristales 
azules. Luego se llevó leyó a 570-550 nm. 
Análisis histopatológico de pulmón  
Del pulmón derecho extraído en forma aséptica, se tomó el lóbulo inferior, se fijó con líquido 
de Bouin y se montaron las muestras en tacos de parafina.  
Las muestras fueron deshidratadas pasándolas en una serie de etanol creciente y embebidos 
en parafina. Se realizaron cortes en micrótomo de 5-6 µm de espesor. Las secciones fueron 
teñidas con las técnicas de Hematoxilina-Eosina (H&E), Tricrómico de Masson y Ácido 
peryódico de Schifft (PAS). Fueron visualizadas en microscopio óptico Olympus BX50 
conectado a una cámara digital con los objetivos de 10, 40 y 100X. El análisis de las 
fotografías se realizó con el sistema ImageJ. Evidencia histológica de daño pulmonar fue 
clasificado en una escala que iba desde el 0 (normal) al 10 (más severo), esencialmente 
usando como base: el grado de congestión vascular, edema hemorrágico, adelgazamiento del 
septum alveolar (edema), formación de membrana hialina en las vías respiratorias distales y 
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acumulación de neutrófilos. Un score total de menos de 4 fue considerado como daño medio, 
un score entre 4-8 fue calificado como moderado, y un score mayor a 9, como severo. 
Tinción de Hematoxilina-Eosina (H&E) 
Se desarrolló mediante el siguiente protocolo: 
1) Para desparafinar, se colocó la muestra en una solución de xilol durante 20 minutos. 
Posteriormente, se la puso en una nueva solución de xilol por otros 20 minutos.  
2) Para hidratar, se la trasladó por una batería de alcoholes de 100° a 70°, durante 10 segundos 
en cada una. 
3) Se lavó con H2O común. 
4) Se la puso en contacto con el colorante Hematoxilina durante 5 minutos. 
5) Se lavó con H20 común, para luego hacerlo con H2O alcalina, y posteriormente H2O común 
de nuevo.  
6) Se la puso en contacto con el colorante Eosina durante 5-6 minutos. 
7) Para su deshidratación, se la trasladó por una batería de alcoholes crecientes de 70° a 100°. 
8) Se sumergió por soluciones de xilol, 2 veces, para luego montar y visualizar al 
microscopio.  
Tinción de Tricromico de Masson 
1) Para desparafinar, se colocó la muestra en una solución de xilol durante 20 minutos. 
Posteriormente, se la puso en una nueva solución de xilol por otros 20 minutos.  
2) Para hidratar, se sumergió por una batería de alcoholes que iban de 100° a 70°, durante 10 
segundos en cada una. 
3) Se fijó en liquido de Bouin durante 1 hora a 56°C. 
4) Se enfrío lentamente en agua. Posteriormente se lavó en H2O común hasta la desaparición 
del color amarrillo. Luego se lavó con H2O deionizada (H2Od). 
5) Se colocó durante 5 minutos en Hematoxilina de Weigert. 
6) Se viró con H2O común tibia. Luego se diferenció con alcohol clorhídrico.  
7) Se viró con H2O común tibia, y luego con H2Od. 
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8) Se colocó la solución de Escarlata de Beibrich-Fucsina ácida durante 1 minuto. Luego se 
lavó con H2Od.  
9) Se colocó durante 10-15 minutos en solución de ácido fosfomolibdelico-fosfotungstico, 
luego se lavó con H2O común y H2Od.  
10) Se la colocó en solución de azul de anilina durante 10 minutos. 
11) Posteriormente, se la llevó a solución acuosa de ácido acético 1% durante 5 minutos. 
Luego se lavó en H2O común.  
12) Se deshidrató la muestra sumergiéndola en soluciones de alcohol creciente (70° a 100°), 
luego en xilol y por último se montó para ser visualizado al microscopio.  
Tinción de Ácido peryódico de Schifft (PAS) 
1) Para desparafinar, se colocó la muestra en una solución de xilol durante 20 minutos. 
Posteriormente, se la puso en una segunda solución de xilol por otros 20 minutos.  
2) Para hidratar, se la trasladó por una batería de alcoholes decrecientes de 100° a 70°, durante 
10 segundos cada una. 
3) Se lavó con H2O común. 
4) Se colocó en ácido peryódico durante 10 minutos. Luego se lavó con H2Od.  
5) Se agregó el reactivo de Schiff durante 1 minuto. Luego se lavó con H2O común tibia a 
caliente durante 5-10 minutos.  
6) Se colocó Hematoxilina durante 1 minuto. Luego se lavó con H2O común.  
7) Por último se deshidrató trasladando la muestra en alcoholes de concentración creciente 
(70° a 100°), se incubó en xilol y se montó para su observación al microscopio.  
Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBAR´s)  
A partir de homogenatos de pulmón se realizó el ensayo del ácido tiobarbitúrico (TBA) y los 
niveles de los productos de peroxidación lipídica, fueron determinados 
espectrofotométricamente como TBAR´s. La densidad óptica (DO), es medida a 535 nm y 
572 nm para corregir la absorción basal. Los productos se calcularon usando la diferencia en 
DO en las dos longitudes de onda y la cuantificación se hizo utilizando una curva de 
calibración.  
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Medición de actividad de catalasa (CAT) 
La actividad de la enzima catalasa (CAT) fue medida en los homogenatos de pulmón. La 
mezcla de reactivos utilizados contenía 50 mM de buffer K-fosfato (pH 6,5) y 3 mM de H2O2 
diluido con 50 mM de buffer fosfato (pH 7).  
La reacción se inició con la adición de la muestra y la absorbancia fue medida a 240 nm a 
temperatura ambiente. La disminución en la absorbancia fue registrada y se calculó la 
actividad usando un coeficiente de extinción molar de 40 M-1 cm-1. 
Análisis estadísticos  
Cada experiencia se realizó un mínimo de 3 veces. De cada experiencia, se compararon los 
valores obtenidos entre los grupos de animales infectados y los no infectados (control) 
mediante la utilización de la varianza ANOVA y posteriores comparaciones por Tukey. 
Todos los datos son expresados como media ± D.E (desviación estandar). Valores p<0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
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 Evaluación de la invasividad de H. pylori en ganglios linfáticos 
mesentéricos (GLM), estómago y pulmón de ratones infectados por 
vía orotraqueal 
La recuperación de H. pylori del tejido pulmonar, como de los GLM y del estómago fue 
determinado por recuento de células viables. El microorganismo fue identificado por 
microscopía y reacción positiva para ureasa, catalasa y oxidasa. 
A partir de los pulmones obtenidos de los ratones infectados, H. pylori pudo ser aislado a los 
3 y 7 días PI. Se pudo identificar el microorganismo en agar sangre, observándose las 
colonias características pequeñas y transparentes descriptas para el microorganismo. La 
tinción de Gram mostró bacilos gram-negativos con morfología helicoidal y la identificación 
fenotípica dio resultados positivos para las 3 pruebas bioquímicas. El recuento de viables fue 
de 1,3x104 ± 1,5 UFC/ml a partir de muestras correspondientes a los 3 días PI, mientras que 
se obtuvo un recuento de 2,3x103 ± 1,8 UFC/ml a los 7 días PI. No hubo recuperación del 
microorganismo a partir del pulmón proveniente de ratones infectados en los tiempos 
posteriores de infección (Fig. 23 A, B y C). La detección molecular de ADN de H. pylori se 
realizó mediante el ensayo de PCR, utilizando el primers 16S ARNr. Los resultados 
obtenidos a los 3 y 7 días PI, muestran una marcada intensidad de las bandas amplificadas, 
mientras que hubo una disminución de la intensidad de las mismas a los 14 y 21 días PI sin 
amplificación de ADN a los 30 (Fig. 23D). 
Respecto a las muestras de los GLM y del estómago de los ratones infectados vía orotraqueal, 
no hubo recuperación del microorganismo en ningún tiempo. Sin embargo, las muestras del 
tejido gástrico mostraron lesiones a nivel de la mucosa a los 3 y 7 días PI, con un promedio 
de 3 úlceras en el grupo control en comparación con el grupo de ratones infectados, que 
fueron de 7 úlceras promedio contadas en 100 campos microscópicos.  
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A 
C 
Figura 23: Recuperación de H. pylori a partir de pulmón A) Fotografía del cultivo en agar sangre obtenido 
a partir de pulmón, donde se observan colonias pequeñas y transparentes. B) Tinción de Gram de las colonias 
obtenidas, se observan microorganismos gram-negativos con forma espiralada (Inset). C) Gel de agarosa 
donde se observan los productos de PCR obtenidos. PM: Peso molecular; 1: C 3 días PI; 2: I 3 días PI; 3: C 
7 días PI; 4: I 7 días PI; 5: I 7 días PI; 6: C 14 días PI; 7: I 14 días PI; 8: C 21 días PI; 9: I 21 días PI; 10: I 30 
días PI; 11: Control positivo; 12: Control negativo (C = Control; PI = Post-infección). 
Recuperación de H. pylori a partir de pulmón  
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 Evaluación del índice de inflamación o marcador de edema 
pulmonar 
El índice de inflamación o marcador de edema pulmonar se evaluó determinando la 
cantidad de agua retenida producto del cambio de permeabilidad hística, en los distintos 
tiempos de infección. En los primeros tiempos de infección no se observó diferencia 
significativa en la cantidad de agua retenida en el tejido pulmonar. Sin embargo, se 
observó un aumento a partir del día 21, el cual se hace significativo en el día 30 para el 
grupo infectado respecto al grupo control; lo que estaría indicando un aumento de la 
permeabilidad capilar como consecuencia del edema pulmonar (Fig. 24).   
 
 
 
 
Índice de inflamación 
pulmonarLMONAR 
Figura 24: Índice de inflamación pulmonar. El grado de permeabilidad hístico no se modificó 
en los pulmones del grupo infectado respecto al control, en los primeros días de infección (3, 7 y 
14). Sin embargo, se visualizó un leve aumento en los infectados a partir de los 21 días, mostrando 
un aumento significativo a los 30 días PI (****: p< 0,0001).  
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 Marcadores de disfunción endotelial 
La expresión del ARN mensajero (ARNm) de los marcadores de disfunción endotelial, I-
CAM1 y V-CAM1, muestran un marcado aumento de la permeabilidad a los 7 días, 
disminuye levemente a los 14 días, manteniéndose en ese nivel hasta los 21 días PI (Fig. 25). 
Este resultado estaría indicando que entre los 7 a 21 días se produciría el mayor influjo de 
células sanguíneas como PMN, linfocitos, entre otros.  
 
 
 
 
 
Marcadores de disfunción endotelial 
Figura 25: Marcadores de disfunción endotelial. Ambos marcadores se comportan de forma 
similar en cuanto a la expresión. Se visualiza un aumento hasta tener un pico a los 7 días PI, luego 
del cual disminuye lentamente, pero I-CAM a los 30 días tiene una disminución abrupta, mientras 
que la disminución de V-CAM no es tan notoria (****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; 
*: p < 0,05). 
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 Investigación de las concentraciones de proteínas en LBA 
Las proteínas son un indicador de cambios en la permeabilidad celular que brindan 
información acerca de un potencial daño tisular generado por la infección. 
Las concentraciones de proteínas en mg/ml fueron determinadas en LBA obtenido de los 
animales controles e infectados. Al día 3 se incrementó levemente y alcanzó valores más 
significativos a los 7 días después de la infección. Si bien hubo una disminución de la 
concentración en el grupo de ratones infectados al día 14, se mantuvieron los valores 
proteicos, más o menos constante hasta los 30 días PI (Fig. 26).   
 
 
Concentración de proteínas presentes en LBA  
Figura 26: Concentración de proteínas presentes en LBA. En el gráfico se muestran las 
concentraciones de proteínas obtenidas a los distintos tiempos de infección (3, 7, 14, 21, 30 días), 
tanto de ratones infectados como de los controles. Se puede visualizar un aumento de la 
concentración en los primeros días de infección en los animales infectados.   
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 Niveles de Lactato deshidrogenasa (LDH) en LBA 
En procesos infecciosos otro indicador de daño celular es la liberación de enzima Lactato 
deshidrogenasa (LDH). Los niveles de LDH se determinaron a partir del LBA obtenido de 
ratones de ambos grupos, utilizando un kit comercial (Wiener lab). Durante el tiempo de 
estudio, los ratones del grupo control mostraron valores normales de la enzima, mientras que, 
en los animales infectados se observó un aumento gradual de los valores a medida que 
avanzaba el tiempo de infección con valores próximos a las 400 U/I a los 21 días PI (Fig. 
27). Estos resultados muestran que el daño celular producido es mayor a medida que aumenta 
el tiempo de la infección.  
 
Valores de Lactato deshidrogenasa (LDH)  
Figura 27: Valores de Lactato deshidrogenasa (LDH). En el gráfico se observa un aumento 
gradual de los valores de LDH en los animales infectados a medida que transcurre el tiempo de 
infección, mientras que los valores de LDH para los animales controles permanecen dentro del 
rango normal (100-240 U/I) (****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01). 
 70 
 
Tesis Doctoral en Bioquímica 
Lic. Andrea Celeste Arismendi Sosa 
 Estudio de cambios en la viabilidad de células de LBA 
 La determinación de la viabilidad de las células libres presentes en el LBA y el cambio de 
las mismas durante el tiempo de infección, establecería una correlación directa con el daño 
que la infección por H. pylori podría causar. Para ello, a partir de los LBA se obtuvo las 
células por centrifugación, se tiñeron con azul de Tripan y se realizó el recuento. La 
viabilidad celular no mostró diferencia significativa en los valores obtenidos para los días 3, 
7 y 14 días luego de la infección. Sin embargo, a los 21 y 30 días posterior a la infección, el 
porcentaje de células viables del LBA obtenido a partir de los animales infectados disminuyó 
en comparación con el control (Fig. 28).  
 
 
 
 
Viabilidad celular 
Figura 28: Viabilidad celular. Los resultados fueron expresados en porcentaje de células viables 
obtenidas del LBA. Los primeros tiempos de infección (3, 7 y 14 días) no mostraron diferencia 
significativa para la viabilidad de células de LBA de ratones infectados con respecto a los 
controles. A los 21 y 30 días PI, la viabilidad de las células obtenidas a partir del grupo de ratones 
infectados disminuyó cuando se comparó con el grupo control (**: p < 0,01). 
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 Cuantificación de macrófagos, linfocitos y 
polimorfonuclerares en LBA 
En un sistema respiratorio sano, la principal población celular que se encuentra presente en 
los LBA está constituida principalmente por macrófagos, que es la primera línea de defensa. 
Pero en los procesos infecciosos, se produce la liberación de citoquinas y otras sustancias 
que atraen a distintos tipos celulares en el tejido pulmonar, para poder resolver la infección. 
El análisis de los diferentes tipos celulares en los LBA posterior a la infección, se realizó con 
muestras provenientes tanto de ratones del grupo control, como del grupo infectados. El 
recuento de la población celular de los lavados desde los ratones infectados a los 3 y 7 días 
PI mostró la presencia de 85% de macrófagos (M), 10% de linfocitos (L) y 5% de PMN. El 
grupo control exhibió una distribución normal de células inflamatorias, cuyo porcentaje fue 
de 95% de M y 5% de PMN (Fig. 29). Los resultados muestran, en esta infección, que hay 
claramente una disminución de la población de macrófagos con un incremento de linfocitos 
tanto a los 3 como a los 7 días PI. 
 
Figura 29: Tipificación de la población celular presente en LBA. El gráfico muestra los 
porcentajes de las poblaciones celulares presentes en el LBA en el grupo control e infectados. Los 
ratones controles mostraron 95% de macrófagos y 5% de neutrófilos. En infectados hubo una 
disminución de los macrófagos (85%) y 10% de linfocitos.   
Tipificación de la población celular presente en LBA  
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 Citotoxicidad 
La citotoxicidad que podría generarse a partir de la infección fue medida a través del ensayo 
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Para ello, macrófagos obtenidos del 
pulmón de los animales controles e infectados, se cultivaron en placas de 96 pocillos durante 
24 horas, transcurridas las cuales se agregó la solución de MTT, se incubó durante 4 horas y 
se midió la absorbancia a 550-570 nm.  
En los resultados obtenidos, la viabilidad de los macrófagos se presentó disminuida en el 
primer tiempo de infección (día 3), mientras que, en los tiempos posteriores, se observó un 
aumento no significativo, el cual se mantuvo constante a lo largo del resto de los días (Fig. 
30).  
 
 
Viabilidad celular MTT 
Figura 30: MTT. La gráfica muestra la relación de viabilidad celular entre los macrófagos de 
animales control respecto a los infectados. Se observa una disminución al tercer día de infección, 
mientras que en el resto de los tiempos la viabilidad no se modifica entre los controles e infectados 
(*: p < 0,05).  
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 Expresión de IL-17, TNF-α, IL-10, IL-4, IL-1β, IL-8. 
La cinética en la expresión del ARNm de genes que codifican para citoquinas TNF-α, IL-1β, 
IL-8, IL-17, IL-10, IL-4 fue determinada en los distintos tiempos de infección. Durante el 
periodo de estudio, la cinética de todas las citoquinas mostró una gran heterogeneidad en la 
expresión. 
Se analizó la expresión de citoquinas proinflamatorias TNF-α, IL-17, IL-1β e IL-8. TNF-α 
es una citoquina producida por monocitos, fibroblastos, macrófagos y células endoteliales; 
la misma puede tanto estimular como inhibir su propia síntesis, dependiendo del tipo celular 
(Mukhopadhyay y col., 2006). Asimismo, en células epiteliales, endoteliales y fibroblastos, 
induce la síntesis de IL-17. En nuestro modelo animal, se observó un aumento de la expresión 
del ARNm de TNF-α e IL-17 en el pulmón de ratones infectados a los 7 y 14 días, que 
disminuye levemente al día 21 PI. En el caso de IL-17 se mantiene la expresión en el día 30 
PI, mientras que TNF-α disminuye marcadamente (p < 0,0001) (Fig. 31A). IL-8 comienza a 
incrementarse a partir del día 7 y continúa aumentando a los 14 días PI, observándose un 
pico máximo a los 21 días (Fig. 31B). 
La citoquina IL-1β, un marcador de inflamación que activa tanto las células del sistema 
inmunitario innato y adaptativo por inducción de otras quimiocinas y moléculas de adhesión 
(Lapuente y col., 2017), mostró un aumento de la expresión a los 3 días PI, disminuyendo 
gradualmente hasta el día 14. En este estudio, la cinética de expresión aumenta a partir de 
este día alcanzando un segundo pico de expresión a los 21 días, disminuyendo levemente en 
el último tiempo de la infección (30 días) (Fig. 31B).  
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Citoquinas pro-inflamatorias 
Figura 31: Expresión del ARNm de citoquinas proinflamatorias a los 3, 7, 14, 21 y 30 días post-
infección. A) TNF-α muestra un aumento exponencial a los 7 días, a partir del cual disminuye 
gradualmente. IL-17 muestra un aumento en el día 7, y se mantiene constante a lo largo del tiempo. 
B) IL-1β posee una expresión elevada a los 3 días, la cual disminuye levemente a los 14 días, luego 
del cual vuelve a aumentar, pero no llega a los valores iniciales. IL-8 aumenta con el tiempo, 
alcanzando un pico máximo a los 21 días (****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01). 
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El análisis de la expresión de genes que codifican para citoquinas antiinflamatorias, como las 
IL-4 e IL-10 mostró una cinética de expresión heterogénea con un aumento a los 7 días 
posterior a la infección para IL-4, mientras que IL-10 aumenta gradualmente en los primeros 
días de infección alcanzando su máxima expresión a los 14 días PI (Fig. 32). 
 
 
 
 
 
Citoquinas anti-inflamatorias 
Figura 32: Análisis de la expresión del ARNm de citoquinas antiinflamatorias a los 3, 7, 14, 
21 y 30 post-infección. IL-10 aumenta durante la infección en los primeros días, alcanzando un 
pico máximo a los 14 días, mientras que IL-4 muestra un pico a los 7 días PI, que disminuye 
marcadamente a los 14 días y nuevamente aumenta a los 21 días PI (****: p < 0,0001; ***: p < 
0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05). 
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 Determinación de peroxidación lipídica a través de sustancias 
reactivas al ácido 2-tiobarbiturico (TBAR´S) en pulmón 
La peroxidación lipídica es consecuencia del aumento del estrés oxidativo en el pulmón 
debido a la infección por H. pylori. En un proceso inflamatorio del pulmón, existe una 
excesiva producción de radicales libres y se activan mecanismos de defensa (antioxidantes), 
cuyo objetivo es intentar neutralizarlos; es decir, reestablecer el equilibrio. Cuando existe un 
exceso de los radicales libres, la neutralización no se alcanza y da lugar a un proceso de 
aumento del estrés oxidativo que, al no contrarrestarse, induce daño celular. Estas especies 
reactivas oxidan a los lípidos que forman parte estructural de las células, como también en el 
caso del pulmón son parte del surfactante pulmonar, conduciendo a lo que se conoce con el 
nombre de peroxidación lipídica.  
En este ensayo, para los distintos tiempos de infección (3, 7, 14 y 21 días PI), los niveles de 
sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBAR´s), compuestos principalmente por 
malonaldehído, fueron medidos como un indicador de peroxidación. En el día 3 PI, se 
observó un aumento en los niveles de TBAR´s en el grupo infectado en comparación con el 
grupo control. Resultados similares fueron visualizados para los días 7 y 21. Sin embargo, en 
el día 14, no hubo diferencia significativa entre ambos grupos (Fig. 33). El estrés oxidativo 
sería mayor al día 21 PI, incrementando el daño oxidativo de los lípidos estructurales y 
funcionales en pulmón.  
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Figura 33: Estrés oxidativo en pulmón: TBAR`s. La figura muestra los valores de sustancias 
reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBAR´s) como indicador de la peroxidación lipídica en los 
pulmones de los grupos control (C) e infectado (I) con H. pylori. Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes y se representan como media ± DE. La 
concentración de TBAR´s en ratones infectados aumenta significativamente entre los 3 y 7 días 
comparado con el grupo control. No hubo diferencia significativa entre los grupos C e I a los 14 
días; mientras que, en el día 21 PI, los niveles de TBAR´s fueron significativamente mayores en 
el pulmón de los ratones infectados (***: p < 0,001; **: p < 0,01). 
TBAR´s 
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 Determinación de Catalasa (CAT) en pulmón 
Se planteó la determinación de la enzima Catalasa en los diferentes tiempos de infección de 
la actividad de catalasa, enzima del sistema antioxidante. Esta enzima mostró un aumento de 
los valores en los grupos infectados correspondiente a los días 3, 7 y 21, mientras que en el 
día 14 no se observó diferencia significativa entre los grupos analizados (Fig. 34). El 
incremento de CAT estaría indicando un aumento de los peróxidos en este modelo 
experimental producto de la infección.  
 
 
 
Figura 34: Efecto de los diferentes periodos de infección (3, 7, 14, 21 y 30) con H. pylori sobre 
la actividad de la enzima Catalasa. Un aumento se observó a los 3, 7 y 21 días PI. No se observó 
diferencia significativa en el día 14 en comparación con el grupo control (***: p < 0,001; **: p < 
0,01; *: p < 0,05). 
CAT 
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 Óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS) 
La expresión de la enzima Óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS) aumenta gradualmente 
durante los primeros días de infección con un pico máximo a los 14 días PI, disminuyendo a 
los 30 días (Fig. 35). El aumento de esta enzima inducible estaría indicando que en esta 
infección habría un aumento del estrés nitrosativo que induciría a la nitración de proteínas 
que conducen a un marcado daño tanto estructural como funcional del órgano. 
 
iNOS 
Figura 35: Efecto de los diferentes periodos de infección (3, 7, 14, 21 y 30) con H. pylori sobre 
la expresión de la enzima iNOS. Se observó un aumento significativo de la expresión de la 
enzima al día 14 PI. Posteriormente disminuye, pero los valores se mantienen altos en 
comparación con los primeros tiempos de infección (3 y 7 días) (****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; 
**: p < 0,01; *: p < 0,05). 
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 Metaloproteasa 9 (MMP-9) 
La cinética de la expresión de la metaloproteasa 9 (MMP-9) mostró un aumento de la 
expresión a los 7 días PI que continuó con una alta variabilidad a partir de los 14 días, lo que 
probablemente indicaría que el estroma del órgano sufre cambios importantes en ese periodo 
(7 a 14 días), que llevan a un cuadro inflamatorio (Fig. 36). 
 
 
 
 
MMP-9 
Figura 36: Efecto de los diferentes periodos de infección (3, 7, 14, 21 y 30) con H. pylori sobre 
la expresión de la enzima MMP-9. La expresión de MMP-9 tiene un pico máximo a los 7 días 
PI, a partir del cual presenta un comportamiento fluctuante, disminuyendo al día 14 y volviendo 
a aumentar posteriormente (**: p < 0,01; *: p < 0,05). 
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 Fosfocolina citidiltransferasa (CCT) 
La enzima Fosfocolina citidiltransferasa (CCT) cumple un papel importante como limitante 
para la síntesis de fosfatidilcolina. Es uno de los parámetros necesarios para evaluar el 
compromiso de la función pulmonar como consecuencia de la infección producida. Esta 
enzima aumentó su expresión desde el día 7 PI con una expresión máxima a los 21 días (Fig. 
37).  
 
 
 
Figura 37: Efecto de los diferentes periodos de infección (3, 7, 14, 21 y 30) con H. pylori sobre 
la expresión de la enzima CCT. La expresión de CCT comienza a aumentar en el día 7 posterior 
a la infección, MMP-9 tiene un pico máximo a los 7 días PI, y luego en el día 21 tiene su pico 
máximo de expresión (***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05). 
CCT 
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 Cambios histopatológicos en pulmón 
Para estudiar el impacto de la infección por H. pylori en el pulmón, se realizó el análisis 
histológico de las muestras de este órgano extraídos de forma aséptica, en ambos grupos de 
ratones controles e infectados en todos los tiempos de infección (3, 7, 14, 21 y 30 días PI). 
Las muestras fueron fijadas y procesadas, realizándose a continuación diferentes tinciones: 
1) Hematoxilina&Eosina (H&E); 2) Ácido peryódico de Schiff (PAS); 3) Tricrómico de 
Masson. 
1) H&E 
A los 3 días PI, se identificó en el tejido pulmonar una infiltración de PMN alrededor del 
árbol bronquial (Fig. 38). A los 7 días PI se observaron cambios morfológicos a nivel del 
parénquima con fusión de alvéolos manteniendo la infiltración de PMN alrededor del árbol 
bronquial (Fig.39). El daño del pulmón evoluciona a medida que transcurre el tiempo de 
infección, así a los 14 días hay un aumento de la infiltración, se puede identificar el comienzo 
de un proceso fibrótico con fuerte trasvasación de leucocitos (Fig. 40). A los 21 días, se 
detectan espacios no funcionales, mientras que a los 30 días se puede ver que el tejido 
pulmonar presenta una marcada fibrosis y hay aumento de la fragilidad vascular. Sumado a 
ello, los macrófagos que se visualizan en los distintos tiempos presentan vesículas en su 
interior (Fig. 41, 42 y 43).  
Además, a los 3 días de infección, se detecta la presencia de bacilos curvos característicos de 
H. pylori alrededor de las células fagocíticas o en la luz de los alvéolos (Fig. 44).  
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Parénquima pulmonar de animal control 
 
 
A 
B 
4X 
40X 
Figura 38: Cortes histológicos de pulmón de animal control, teñidos con H&E. A y B) Se 
visualizó un parénquima pulmonar correctamente ordenado, sin ningún tipo de alteración del 
tejido o índices de procesos inflamatorios. 4X y 40X. 
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Parénquima pulmonar a los 3 días post-infección 
 
Figura 39: Cortes histológicos de pulmón, a los 3 días, teñidos con H&E. Se visualizó el 
comienzo de infiltración de células sanguíneas, que se acumulan alrededor del árbol bronquial. 
El epitelio bronquial se muestra alterado. 100X. 
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Parénquima pulmonar a los 7 días post-infección 
 
Figura 40: Cortes histológicos de pulmón, a los 7 días, teñidos con H&E. El fenómeno 
inflamatorio se va incrementando, acompañado de una desorganización del estroma. También se 
incremente la presencia de macrófagos (flechas rojas), los cuales se encuentran distribuidos en 
todo el parénquima. 100X. 
 
A 
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Parénquima pulmonar a los 14 días post-infección 
 
Figura 41: Cortes histológicos de pulmón, a los 14 días, teñidos con H&E. Se puede observar 
que continúa aumentándose la infiltración celular, que compromete fuertemente al parénquima 
pulmonar. Hay una marcada trasvasación de leucocitos (flechas rojas). 100X. 
C 
100X 
D 
100X 
A B 
10X 40X 
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Parénquima pulmonar a los 30 días post-infección 
 
Figura 42: Cortes histológicos de pulmón, a los 30 días, teñidos con H&E. Se visualiza una infiltración 
marcada, con un aumento de macrófagos en el parénquima, los cuales se pueden visualizar vesículas en su 
citoplasma. También hay un aumento de la fragilidad vascular (B), como así un aumento del tejido conectivo, 
presentando una incipiente fibrosis. 100X. 
A 
100X 
B 
100X 
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 Comparación Hematoxilina&Eosina a los 7 y 30 días 
Figura 43: Comparación H&E a los 7 y 30 días. Imágenes de dos puntos de la experiencia A) 
a los 7 días y B) a los 30 días. En ambos casos tal como lo muestran los inset, se ve claramente la 
presencia de macrófagos activos, con “elementos” en su interior. Además, se puede visualizar la 
actividad inflamatoria con un estado inflamatorio que avanza, con incremento del tejido conectivo 
en la parte central y con fragilidad vascular. 100X 
 
A 
100X 
B 
100X 
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Figura 44: Tinción de H&E de los cortes histológicos de pulmón. Cortes histológicos de los 
grupos infectados y control, a los 3, 7, 14, 21 y 30 días post-infección. Las columnas A y B 
corresponden a los ratones control, mientras que C y D a los infectados. A medida que transcurre 
el tiempo, se puede observar infiltración de PMN que rodea a los bronquios, bronquiolos y se va 
extendiendo por todo el estroma del órgano. Además, sobre todo a nivel del día 22 y 30 PI se 
presentan cambios en la estructura del pulmón, como es la fusión de los alvéolos y proceso 
fibróticos. 10X y 40X.  
 
Parénquima de pulmón a distintos tiempos de infección 
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Hematoxilina&Eosina a los 3 días de infección 
Figura 45: Cortes histológicos a los 3 días de infección teñidos con H&E. En las imágenes se 
pueden observar distintos cortes del día 3 de infección, donde en los inset se amplía las estructuras 
similares a H. pylori y que no formas parte del tejido pulmonar. Algunas de ellas se pueden ver a 
la luz de los alvéolos (C), mientras que otras están en distintas partes del parénquima del órgano 
(A, B y D). 100X. 
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2) Identificación de macrófagos por PAS  
La tinción con PAS mostró una marcada presencia de macrófagos a los 3 y 14 días PI, con 
un incremento durante el tiempo de infección (Fig. 45).  
 
Figura 46: Tinción de PAS. A) Pulmón de un ratón control. B) Pulmón de ratón infectado a los 3 
días PI. C) Pulmón de ratón infectado a los 14 días PI. D) Pulmón de un ratón infectado a los 30 días 
PI. Se puede ver que los grupos infectados, en comparación con el control van incrementando 
progresivamente la cantidad de macrófagos en el parénquima, desde los 3 a los 30 días luego de la 
infección. 40X 
Identificación de macrófagos por Ácido peryódico de Schifft (PAS) 
A B 
C D 
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3) Presencia de tejido conectivo identificado por coloración Tricrómico de Masson 
Es una tinción que permite visualizar tejido conectivo, el cual se tiñe de color azul y está 
presente alrededor del árbol respiratorio en pulmón sano. En los cortes histológicos se 
observó un aumento del desarrollo del tejido conectivo en el estroma pulmonar a los 3 y 7 
días PI. La presencia de colágeno aumentó considerablemente a los 14 días y evidencia una 
fibrosis pulmonar a los 21 y 30 día (Fig. 46). 
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Presencia de tejido conectivo identificado por coloración Tricrómico de 
Masson 
A B 
C D 
E F 
Figura 47: Parénquima pulmonar a distintos tiempos con tinción de Tricrómica de Masson. 
A) Pulmón de ratón control. B) Pulmón de ratón a los 3 días PI. C) pulmón de ratón a los 7 días PI. 
D) Pulmón de ratón a los 14 días PI. E) Pulmón de ratón a los 21 días PI. F) Pulmón de ratón a los 
30 días PI. Se observa el incremento progresivo del tejido conectivo, con un efecto más marcado a 
los 30 días PI. 40X. 
u 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Discusión 
 95 
 
Tesis Doctoral en Bioquímica 
Lic. Andrea Celeste Arismendi Sosa 
Discusión  
La mucosa gástrica ha sido reconocida como nicho natural de H. pylori, el cual se encuentra 
infectando aproximadamente al 50% de la población mundial. La habilidad que posee el 
microorganismo de adherirse al epitelio de la mucosa gástrica o internalizarse dentro de estas 
células, sumado a la respuesta inmunitaria tanto innata como adaptativa, induce patologías 
tales como gastritis, úlceras pépticas, linfoma tipo MALT e incluso cáncer. Sin embargo, en 
la actualidad existe un aumento de artículos científicos que asocian a estos microorganismos 
con diferentes desórdenes extragástricos, tales como enfermedades autoinmunes, 
neurológicas, de la piel, hematológicas, ginecológicos y vasculares. También se lo ha 
asociado con infecciones respiratorias, como la enfermedad obstructiva crónica (EPOC), 
bronquioectasia, asma, cáncer de pulmón y bronquitis crónica, en las que la seroprevalencia 
del microorganismo es alta (Malfertheiner y col., 2011; Shams-Hosseini y col., 2011; 
Chmiela y col.,2018; Larussa y col., 2018). 
El mecanismo que relaciona la infección por H. pylori en el desarrollo de enfermedades 
respiratorias no está del todo dilucidado, si bien existen tres teorías que podrían explicar 
(Chmiela y Gonciarz, 2017). 
1) La respuesta inmune inducida por H. pylori. La liberación crónica de péptidos 
gastrointestinales (gastrina, somatostatina) y citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-1, 
IL-8 y TNF-α desde la mucosa gástrica tiene como consecuencia un efecto sistémico 
(Roussos y col., 2006).  
2) Mimetización molecular. La similitud antigénica y funcional entre estructuras 
microbianas y moléculas del hospedador lleva a la producción de anticuerpos autoreactivos, 
contribuyendo al desarrollo de enfermedades autoinmunes. El rol patogénico de H. pylori en 
las enfermedades podría deberse a una activación anormal de mediadores inflamatorios y/o 
la inducción de autoinmunidad (Roussos y col., 2006; Malfertheiner y col., 2011; Chemiela 
y Gonciarz, 2017). 
3) La aspiración o inhalación de la bacteria en las vías respiratorias. El contenido 
gástrico en el cual se encuentra presente H. pylori puede alcanzar fácilmente las vías 
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respiratorias a través del reflujo gastroesofágico, colonizando el sistema respiratorio y 
causando un daño directo y la inflamación crónica de dichas vías (Deng y col., 2013; Samareh 
Fekri y col., 2014; Chmiela y Gonciarz, 2017).  
Es bien conocido, que la localización gastrointestinal de H. pylori se atribuye a que posee 
ciertas “ventajas protectoras” contra ambientes altamente ácidos, sin embargo, todavía se 
desconoce si poseería alguna ventaja en el tracto respiratorio (tanto superior como inferior). 
Toda la información disponible acerca de la infección por H. pylori en los pulmones está 
basada en estudios epidemiológicos o estudios de casos, en los cuales existe discrepancia, 
vinculadas a la diferencia de las características de los pacientes y la diversidad de métodos 
utilizados en la detección de la bacteria. Sumado a esto, la mayoría de los estudios han sido 
orientados en demostrar la asociación entre H. pylori y las enfermedades respiratorias y en 
entender la patogénesis de estas enfermedades, hipotetizando que la infección gástrica de H. 
pylori inicia una respuesta inmune sistémica que tiene un impacto en el pulmón de los 
pacientes susceptibles (Kreuter y col., 2016). Así, existen estudios realizados a partir de 
muestras de la mucosa o las vías respiratorias superiores de personas que padecían 
enfermedades como sinusitis, hipertrofia adenotisular, faringitis y laringitis, en las que se 
pudieron identificar la presencia de ADN de H. pylori mediante PCR o la presencia de 
proteínas del microorganismo reconocidas por inmunohistoquímica (Borkowski y col., 1997; 
Cirak y col., 2003; Morinaka y col., 2003; Elsheikh y Mahfouz., 2005; Angrill y col., 2006; 
Bulut y col., 2006; Kaptan y col., 2009; Lin y col., 2011; Wibawa y col., 2011). Mientras 
que, la vinculación de la bacteria con las vías respiratorias inferiores se ha llevado a cabo 
mediante estudios serológicos de personas con problemas respiratorios tales como bronquitis 
crónica, EPOC, tuberculosis y asma (Caselli y col, 1999; Tsang y col., 2000; Filippou y col., 
2002; Jun y col., 2005; Kanbay y col., 2005; Roussos y col., 2005; Jun y col., 2006; Fullerton 
y col., 2009). 
Hasta la fecha, sólo se dispone en la bibliografía de un trabajo de investigación que refiere el 
intento de aislar H. pylori a partir de biopsias de pacientes con bronquioectasia en medios 
selectivos, sin éxito alguno (Ilvan y col., 2004). En los resultados obtenidos en esta tesis, una 
vez ocurrida la infección de H. pylori en el pulmón, el microorganismo sólo pudo ser 
recuperado del tejido hasta el día siete después de la infección (Fig. 23 A, B y C). El hecho 
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de que H. pylori no pueda ser recuperado en días posteriores a la infección, podría deberse a 
que existe una disminución de la carga bacteriana durante el proceso de atrofia del pulmón, 
que se observa en los días 21 y 30 PI. Esta atrofia en el pulmón crea un ambiente hostil para 
H. pylori, en el que no puede persistir y por lo tanto no puede recuperarse a partir de cultivos. 
Sumando a ello, investigadores han reportado que cuando H. pylori es fagocitado por los 
macrófagos, ingresa en el fagosoma y se forma el megasoma. Las bacterias contenidas dentro 
de ambas organelas tienen un aspecto cocoide, las cuales son viables, pero no cultivables; 
así, sólo se ha recuperado el microorganismo en cultivo a partir de macrófagos después de 
24 h de infección (Borlace y col., 2011). En coincidencia, en los resultados obtenidos del 
análisis de la tinción H&E al día 3 PI, se observan bacilos con morfología helicoidal 
característico de H. pylori ubicados en la proximidad de las células fagocíticas. Además, de 
acuerdo con la mayor presencia de macrófagos activos en días posteriores a la infección, no 
se observan bacterias en el tejido analizado (Fig. 38 y 44).   
Respecto a la detección molecular de H. pylori a partir de tejido pulmonar, en este trabajo se 
observó una banda intensa correspondiente a la amplificación del gen ARNr 16S, en los 
primeros tiempos (3, 7 y 14 días) de infección, mientras que a los 21 días mostró una banda 
débil y no hubo amplificación al día 30 PI (Fig. 23 D). Resultados similares fueron obtenidos 
por Sonnenberg y col. (2010) para la detección de H. pylori en biopsias gástricas, usando 
inmunohistoquímica, en la cual los autores no detectaron microorganismos en la mucosa 
gástrica con inflamación crónica activa. En este sentido, Karnes y col. (1991), propusieron 
que una prolongada atrofia causa desaparición espontanea de H. pylori de la mucosa gástrica, 
disminuyendo el título de anticuerpos. Estos trabajos de investigación avalan los resultados 
obtenidos en esta tesis, ya que después de los 7 días de infección, el microorganismo no pudo 
ser aislado en agar sangre a partir de las muestras de pulmón. Adicionalmente, a través de las 
distintas determinaciones y técnicas propuestas en esta tesis, se pudo observar el daño 
generado en el estroma pulmonar por la presencia del microorganismo.  
La asociación de H. pylori con distintas patologías respiratorias se llevó a cabo, en la mayoría 
de los estudios, mediante la determinación de títulos de anticuerpos anti-Helicobacter en el 
suero de los pacientes. Gülhan y col. (2007) intentaron detectar por PCR la presencia de H. 
pylori en muestras de pacientes con bronquiectasia, sin embargo, ninguna de las muestras dió 
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resultado positivo. Samareh Fekri y col. (2014) mediante PCR real time, detectaron el ADN 
del microorganismo sólo en el 10% del LBA proveniente de pacientes con EPOC. Similares 
valores fueron obtenidos por el mismo grupo de investigación a partir del LBA de pacientes 
con diagnóstico de cáncer de pulmón, utilizando la misma técnica (Samareh Fekri y col., 
2016). 
Por otra parte, no fue posible aislar microorganismos a partir del cultivo de muestras de GLM, 
luego de la infección, en ninguno de los tiempos. Estos resultados coinciden con los 
obtenidos por Taniguchi y col. (2017), quienes infectaron de forma gástrica a ratones 
BALB/c con el microorganismo Helicobacter cinaedi, obteniendo una colonia sólo en la 
primera semana de infección y no lograron aislarlo de estos órganos en las 2, 3 y 4 semanas 
siguientes a la infección. Si bien una de las teorías que se maneja para explicar la presencia 
de H. pylori en pulmón es una infección sistémica, hasta el momento no se han realizado 
estudios tendientes a la búsqueda del microorganismo en estos órganos.  
Este trabajo de tesis aporta al conocimiento de los efectos a nivel pulmonar como 
consecuencia de la infección en el órgano inducida por la inoculación orotraqueal del 
microorganismo. Así, en las imágenes histológicas se observa la presencia de PMN y 
macrófagos alrededor del árbol respiratorio. 
Se plantea que el aislamiento de H. pylori a partir de la muestra estomacal suele ser 
complicado y tedioso, condicionado por el tipo de muestra, la distribución del patógeno en 
la zona muestreada y la presencia de otros microorganismos (Sabbagh y col., 2018). En 
nuestro estudio, el estómago de animales tanto controles como infectados se analizó por 
cultivo en agar sangre, sin crecimiento del microorganismo en ninguno de los tiempos PI. 
Sin embargo, siguiendo el protocolo de Awaad y col. (2017) se visualizó la presencia de 
úlceras en el estómago de ambos grupos. Esto podría deberse a que el microorganismo 
alcanza el tejido gástrico teniendo en cuenta la vía de infección utilizada en este trabajo 
(orotraqueal). 
En este trabajo de tesis se evaluó el índice de inflamación como marcador de edema pulmonar 
comparando la diferencia de peso obtenidos tanto de los pulmones del grupo control como 
del infectado. En los resultados obtenidos, se pudo observar que la infección con H. pylori 
en el pulmón de los ratones no produjo la movilización de agua hacia el estroma del órgano, 
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en los primeros días de infección. A los 21 días se determinó un pequeño incremento de esta 
relación en comparación con los controles, siendo más notorio a los 30 días PI. Sin bien, la 
bibliografía da cuenta de estudios previos realizados en ratones infectados con este 
microorganismo, donde se evaluó este parámetro, los mismos no se realizaron con una 
cinética de seguimiento, con los tiempos de infección empleados en este trabajo. No obstante, 
Chen y col. (2017) obtuvieron 24 h PI un aumento del índice inflamatorio de los pulmones, 
cuando a los ratones se les administraba una proteína de choque térmico. Feng y col. (2016) 
también obtuvieron un aumento de la relación en ratones infectados con Pseudomona 
aeruginosa luego de 72 horas PI. En cambio, en ratones infectados con el virus de la 
neumonía murino mostraron, para los primeros días de infección, una relación similar entre 
los grupos controles e infectados, aumentando en el día 6 con un valor máximo al día 8 PI 
(van den Berg y col., 2014). 
En el proceso inflamatorio se considera que I-CAM y V-CAM están involucrados en los 
pasos iniciales de la interacción endotelio-leucocitos, siendo cruciales para la adhesión de los 
mismos y migración al espacio sub-endotelial. Adicionalmente, TNF-α aumenta la expresión 
de I-CAM1, que media la transmigración de leucocitos reclutados en el tejido próximo. A 
los 7 días PI, ambos marcadores de disfunción endotelial I-CAM, como V-CAM aumentaron 
marcadamente la expresión en los pulmones de ratones infectados con H. pylori manteniendo 
estos niveles hasta el día 21 PI (Fig. 25). Estas citoquinas son consideradas como 
biomarcadores de confianza de la activación endotelial y están relacionadas con una alta 
movilidad de células de defensa. 
En cuanto a la determinación de proteínas en LBA, la infección con Yersinia enterocolitica 
induce un aumento en los valores de las proteínas en LBA de ratones infectados a los 21 días, 
mientras que en los primeros días de infección el aumento no es significativo (Gutiérrez y 
col., 2008). Esto concuerda con los resultados obtenidos para el estudio de infección con H. 
pylori, donde a los 3 y 7 de días PI no se observó un incremento de las proteínas, en ratones 
infectados respecto al control. Si bien hay una disminución de la concentración en el grupo 
de ratones infectados al día 14, se mantiene constante hasta los 30 días PI. Por lo que podemos 
concluir que si bien, otros marcadores dan cuenta del proceso inflamatorio, este proceso 
infeccioso en particular, no produce extravasación de proteínas, hacia el espacio alveolar.   
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Para evaluar daño celular se determinaron los valores de la enzima lactato deshidrogenasa 
(LDH). En este modelo experimental, a partir de los LBAs obtenidos de ratones controles e 
infectados se determinó LDH, observándose un aumento gradual de los valores, a medida 
que avanzaba el tiempo de infección, con valores próximos a las 400 U/I a los 21 días PI, 
(aproximadamente el doble del valor obtenido para el grupo de controles). Al comparar con 
la respuesta en pulmón, a las infecciones con Y. enterocolitica podemos ver que a los 21 días 
PI hubo un incremento de LDH, entre 100 a 200 veces más respecto de los controles 
(Gutiérrez y col., 2008). Por lo que podemos concluir que ambas bacterias incrementan la 
respuesta aproximadamente al mismo tiempo de infección, aunque las respuestas a Y. 
enterocolitica son más exacerbadas. Por lo que, en ambos modelos experimentales en pulmón 
de ratón, el daño celular aumenta a medida que aumenta el tiempo PI, lo que indica que la 
injuria al parénquima pulmonar se agrava, a medida que avanza el tiempo.  
Sumado a ello, estudios realizados a pacientes con reflujo gastroesofágico y que padecían 
fibrosis pulmonar idiopática; mostraron altos niveles de LDH, tanto en suero, como en LBA. 
Esto conduce a plantear una posible asociación entre ambas patologías (Vukovac y col., 
2014). 
La toxina VacA aumenta la inflamación de la mucosa inducida por H. pylori en el estómago 
humano, provocando una necrosis programada de las células epiteliales gástricas y la 
posterior liberación de proteínas proinflamatorias, contribuyendo a la patogénesis del cáncer 
gástrico y la úlceración péptica (Radin y col., 2011). Estos autores, determinaron LDH 
comparando las células infectadas con una cepa de H. pylori VacA positivo y una mutante 
negativa en donde los niveles de LDH liberados fueron elevados para la cepa VacA (+) y 
negativos para la mutante (Radin y col., 2011). En esta investigación, la cepa de H. pylori 
(NCTC 11638) con la que se trabajó es VacA (+), por lo que se podría considerar que los 
elevados valores obtenidos pueden deberse a la presencia de este factor de virulencia. Más 
aún, cuando la enzima LDH es un marcador para la inflamación local, daño celular y necrosis. 
Los macrófagos son una de las primeras células en dar lugar a una respuesta inmune, cuando 
hay una infección. El análisis del LBA mostró una leve disminución de la viabilidad de los 
macrófagos al tercer día de infección, que se sostiene en los tiempos PI y disminuye 
significativamente a los 30 días. La tipificación de la población celular mostró la presencia 
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de linfocitos, pocos PMN y una disminución de macrófagos en el grupo de ratones infectados 
respecto al control. Estos resultados son consistentes con Gutiérrez y col. (2008) quienes 
observaron en ratones C57BL/6 wild type (WT) infectados con Y. enterocolitica que la 
viabilidad celular disminuía levemente a los 3 días post-infección, con una disminución 
significativa a los 21 días PI. En este caso, la tipificación celular del LBA mostró un 
incremento del número de linfocitos, pocos PMN y un valor constante de macrófagos. H. 
pylori cuando es fagocitado puede evadir los mecanismos implicados en el estallido 
respiratorio del macrófago y promueve la muerte del mismo. La viabilidad de esta célula de 
defensa declina luego de que H. pylori es engullido y fagocitado, pero los factores de la 
bacteria responsable de este proceso, no están identificados (Allen, 2007). Sumado a ello, se 
ha visto que en la infección gástrica por H. pylori existe un reclutamiento y aumento en el 
número de linfocitos, los cuales inducen la síntesis de iNOS (Ramarao y col., 2000; 
Cherdantseva y col., 2014). En este trabajo, la cinética de expresión de esta enzima va en 
aumento, desde el día 3 de infección; lo que podría explicar la diferencia en el número de 
linfocitos en ratones infectados, respecto al control (Fig. 35).   
En cuanto a la expresión de las distintas citoquinas, Lappalainen y col. (2005) demostraron 
que IL-1β es suficiente para inducir la inflamación del pulmón, agrandamiento de los 
espacios aéreos distales, metaplasia del mucus y adelgazamiento de la vía aérea y fibrosis en 
el ratón adulto. Además, IL-1β aumenta la producción de las metaloproteasas MMP-9 y 
MMP-12. Las MMPs son proteinasas dependientes de zinc, que participan en la degradación 
de la matriz extracelular, siendo estas enzimas muy importantes en la remodelación de tejido, 
con un rol esencial en los procesos de inflamación pulmonar (Kondo y col., 2018). 
Consistente con los resultados obtenidos por Lappalainen y col. (2005), los ensayos 
realizados en nuestro trabajo mostraron que MMP-9 aumenta, luego del incremento de IL-
1β (Fig. 31B y36); lo que nos está indicando que hay remodelación del estroma pulmonar en 
este proceso. 
MMP-9, es una endopeptidasa endoelástica producida por macrófagos activos del pulmón 
que está implicada en el desarrollo de enfisema pulmonar mediante la degradación de la pared 
alveolar; además se ve aumentada en la fibrosis pulmonar idiopática (King Jr y col., 2011; 
Li y col., 2016). En este sentido, Malik y col. (2007) observaron mediante zimograma un 
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aumento de MMP-9 luego de 5 días de infección por Francisella tularensis en el pulmón. En 
comparación, nuestros resultados mostraron un pico de la expresión de MMP-9 a los 7 y 21 
días PI (Fig. 36). 
IL-17A es la citoquina clave producida por células Th17 y actúa como mediador en la defensa 
inflamatoria del hospedador. La síntesis de la misma está estimulada por IL-1 y el mismo 
TNF-α (Mukhopadhyay y col., 2006). Esto se puede relacionar con los resultados obtenidos, 
donde se observó que, a los 3 días de infección, la expresión de IL-1β es máxima, mientras 
que el aumento en la expresión de TNF-α se observa a los 7 días PI. Es decir, IL-1β estimuló 
la síntesis de TNF-α (Fig. 31 A y B). 
En la patogénesis de muchas enfermedades, especialmente las respiratorias, se ha planteado 
que “in vitro” como “in vivo”, altos niveles de TNF-α conducen a una exacerbación de la 
inflamación y la respuesta pro-oxidativa. Esta inflamación es clave para una cascada de 
eventos dependientes de TNF-α como la inducción de reacciones inflamatorias celulares que 
estimulan el estrés oxidativo e incrementan la expresión de varias moléculas pro-
inflamatorias; que en conjunto constituyen el mecanismo de acción de TNF-α 
(Mukhopadhyay y col., 2006). 
Diversos autores demuestran que IL-17A actúa en forma sinérgica con IL-1β y TNF-α para 
manejar el ambiente inflamatorio y además estimular la liberación de IL-8 en las células 
epiteliales (Ji y col., 2014).  Los resultados obtenidos mostraron un aumento en la expresión 
de IL-17 luego de 7 días PI, coincidentemente con los obtenidos por otros autores en 
pacientes infectados con H. pylori en la mucosa gástrica (Caruso y col., 2008). 
Adicionalmente, IL-17 está asociada con la respuesta antimicrobiana y el control de la 
colonización de la bacteria en diversos modelos animales (Dixon y col., 2016). En este 
sentido, el microorganismo no fue recuperado del tejido pulmonar luego de los 14 días de 
infección; coincidiendo con valores elevados en la expresión de IL-17 a partir del día 7 hasta 
los 30 días PI (Fig. 23). Diversos autores proponen que la fuerte respuesta inflamatoria en la 
mucosa gástrica sumada a la inducción de la síntesis de IL-17 en células epiteliales, 
endoteliales y fibroblastos por TNF-α contribuyen a la erradicación de H. pylori (Algood y 
Cover, 2006; Mukhopadhyay y col., 2006). Los resultados de esta tesis muestran que luego 
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de la máxima expresión observada a los 7 días PI para TNF-α; aumenta la expresión de IL-
17 a los 14 días PI (Fig. 31A). 
IL-4 es una citoquina que promueve y regula la respuesta inmune. Así, algunos autores 
demuestran que la secreción de IL-17 está regulada negativamente, mientras que IL-10 es 
regulada positivamente (Fernández y col., 2018; Guenova y col., 2015). Los resultados 
obtenidos en esta investigación mostraron que la expresión de IL-17 se mantuvo elevada a 
partir de los 7 días PI independientemente de la expresión de IL-4. Sin embargo, IL-10 mostró 
un aumento de la expresión luego del aumento de IL-4 (Fig. 32). Eaton y col., (2001), 
proponen que altos niveles de IL-10 podrían enmascarar los efectos proinflamatorios de 
TNF-α. En los resultados obtenidos, los altos niveles de expresión de IL-10 coinciden con 
los bajos niveles de TNF-α (Fig. 31A y 32). Resultados similares fueron observados a 3 
semanas (21 días) luego de la infección con Mycobacterium tuberculosis (Aguilar y col., 
2010; Roh y col., 2013).  
Bajo estas condiciones de aumento de las citoquinas inflamatorias (IL-1β, TNF-α, IL-17 e 
IL-8), las interacciones entre macrófagos activos, neutrófilos infiltrados, células alveolares y 
células endoteliales vasculares en el espacio alveolar potencian la inflamación induciendo un 
daño de moderado a severo, amplificando la cascada de reacciones de inflamación y 
modificación de síntesis del surfactante (Fig. 31 A y B) (Biaggio y col., 2010). 
La peroxidación lipídica está relacionada con el estrés oxidativo en pulmón (Gutierrez y col., 
2008). En esta investigación, en el modelo animal utilizado se visualizó que H. pylori 
promueve la peroxidación de los lípidos, aumentando los niveles de MDA.  A los 3, 7 y 21 
días PI, los niveles de TBAR´s aumentaron en el grupo infectado. En contraste, al día 14, la 
concentración de TBARS no aumento significativamente, entre ambos grupos (C e I) (Fig. 
33). Estos resultados brindan evidencia adicional respecto a que el estrés oxidativo es 
importante en la infección por H. pylori, en el pulmón. Además, la estimulación de IL-1β y 
TNF-α causa la proliferación de fibroblastos y producción de metabolitos tales como EROs 
y especies reactivas de nitrógeno (NO). Estos metabolitos, podrían contribuir al daño del 
tejido (Laskin y col., 1995).  
Es necesario destacar que, para balancear los sistemas oxidantes - antioxidantes en pulmón, 
aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes dentro de las cuales se encuentra la 
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catalasa. Por lo que para eliminar los peróxidos producto de la acción oxidante PI, el pulmón 
aumenta la actividad de catalasa. En este estudio, al determinar la actividad de catalasa, se 
observó un aumento a los 3, 7 y 21 días PI, coincidentemente con el aumento de los valores 
de TBAR´s (Fig. 34). 
El LPS y la ureasa de H. pylori, así como citoquinas proinflamatorias pueden inducir la 
expresión de la enzima iNOS a través de la activación de diversas vías de señalización. La 
enzima cataliza la conversión del aminoácido L-arginina en óxido nítrico (ON), el cual posee 
propiedades antibacterianas y antivirales. No obstante, el exceso del mismo se ve involucrado 
en desórdenes inflamatorios e infecciosos (Allen 2007; Cherdantseva y col., 2014; Dang y 
col., 2017). Los peroxinitritos, que derivan de la reacción de aniones superóxido con ON, 
poseen una fuerte actividad oxidante y nitrante la cual es tóxica para patógenos intracelulares 
como M. tuberculosis o Salmonella spp. Sin embargo, en el caso de H. pylori, se ha 
demostrado que no es efectivo, ya que el microorganismo posee una enzima arginasa que 
convierte L-arginina en urea y posteriormente, esa urea es desdoblada por la ureasa. L-
arginina es el sustrato tanto para iNOS, proveniente de los macrófagos, como para la arginasa 
de H. pylori; por lo tanto, el consumo de este aminoácido por la bacteria limita la producción 
de NO por consumo del sustrato (Allen 2007). En este estudio, la expresión del ARNm que 
codifica para iNOS, aumenta gradualmente durante los primeros días de infección, con un 
pico máximo a los 14 días PI, disminuyendo a los 30 días (Fig. 35). Resultados similares 
fueron obtenidos por Aguilar y col. (2010) en los pulmones de ratones infectados con M. 
tuberculosis. Sumado a esto, se ha planteado que posiblemente metabolitos secundarios de 
nitritos puedan actuar como potentes quimiotácticos para PMN y macrófagos (Gómez y col., 
2006).   
El efecto de la alteración en el metabolismo de los fosfolípidos del surfactante y su influencia 
en la patogénesis de las enfermedades pulmonares es a menudo menospreciado debido a que 
la atención es frecuentemente enfocada en la fuente primaria, los neumocitos tipo II. CCT es 
considerado un marcador del daño en el parénquima pulmonar que lleva a la alteración de la 
síntesis del surfactante. En este estudio, se observaron altos valores del marcador a los 7 días 
de infección y en los últimos días de infección lo que compromete la síntesis del principal 
componente del surfactante pulmonar, afectando la función del órgano. Estos resultados 
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están de acuerdo con el daño en el tejido pulmonar observado mediante el análisis histológico 
para la infección con H. pylori planteada en este estudio (Fig. 43); resultados que son 
coincidentes a los observados con otros microorganismos en el mismo modelo experimental 
(Gómez y col., 2006; Biaggio y col., 2010). Sumado a esto, la alteración de la homeostasis 
es comúnmente considerada una consecuencia secundaria inevitable del daño y 
desregulación de los neumocitos tipo II. 
Kienesberger y col. (2016) realizaron un estudio para entender el efecto de la colonización 
gástrica por H. pylori en la respuesta inmune local y sistémica. El análisis histológico del 
estómago de los ratones infectados mostró una inflamación dominante en la zona del corpus 
con una mezcla de infiltraciones de neutrófilos y mononucleares alrededor de las glándulas 
gástricas. Además, los autores observaron un aumento en la infiltración con formación de 
espacios no funcionales, a medida que progresaba la infección. De forma similar, en este 
estudio las muestras de pulmón mostraron una infiltración de PMN alrededor del árbol 
bronquial a los 3 días PI. Conforme a esto, se ha demostrado que la patogénesis de algunas 
enfermedades del sistema respiratorio superior como por ejemplo otitis y sinusitis, tienen un 
comportamiento similar a la patogénesis de la gastritis generada por H. pylori, con gran 
respuesta inflamatoria (Kurtaran y col., 2008). 
En la mucosa gástrica, la infiltración de células inflamatorias es un factor común en la 
infección de H. pylori y el grado del daño de la mucosa se relaciona con la infiltración de 
PMN (D´Elios y col., 2007). La tinción con H&E de las secciones de pulmones obtenidos de 
los ratones infectados con H. pylori, a los 3 días después de la infección reveló un foco de 
infiltración inflamatoria en los bronquiolos y alvéolos adyacentes que no fue observado en 
el pulmón de los animales no infectados. Además, el espacio intersticial contiene numerosas 
células mononucleares inflamatorias que se trasvasaron; siendo predominante la presencia 
de polimorfonucleares, cuando se los compara con los controles (Fig. 38). Estos resultados 
son similares a los obtenidos para un estudio de fibrosis pulmonar, donde a los 3 días, los 
animales tratados mostraron infiltración de PMN (Cabrera-Benítez y col., 2016). 
Neutrófilos y macrófagos activos también degradan lípidos del surfactante sugiriendo que 
ambos tipos celulares podrían contribuir a su alteración (Quinteros y col., 2002). En este 
estudio, a los 7 días PI, la tinción H&E mostró fragmentación de los septos alveolares, 
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proliferación focal intersticial e infiltración de células mononucleares inflamatorias. En este 
sentido, la IL-17 podría contribuir a la destrucción mediante la inducción de la producción 
de PMN (Mitchell y col., 2007). Por otro lado, cuando H. pylori invade la mucosa gástrica, 
la presencia de neutrófilos es característica; y cobran importancia si la infección es crónica, 
porque dañan grandes segmentos del epitelio y erosionan la mucosa, pudiendo producir 
úlceras (Ieni y col., 2016). De manera similar, la infección por H. pylori en el tejido pulmonar, 
induce los mismos efectos, donde se observó una gran infiltración de neutrófilos que se 
mantuvo en el tiempo. Cambios significativos en el parénquima del pulmón se observaron 
en los animales infectados en comparación con los animales controles a los 21 y 30 días luego 
de la infección. Mediante la tinción con tricrómico de Masson, se observó un aumento del 
colágeno en las paredes alveolares de los pulmones infectados, especialmente al día 30 PI 
(Fig. 46). Similares resultados fueron obtenidos por Cabrera-Benítez y col. (2016) en el 
estudio de fibrosis pulmonar, donde a los 15 días de producido el tratamiento de los ratones, 
se observó un aumento de las áreas de depósito de colágeno, asociado con un adelgazamiento 
de las paredes de los alvéolos. La metaplasia de la mucosa está asociada con inflamación 
crónica en las enfermedades pulmonares. Desde el día 7 PI, la tinción de PAS mostró 
metaplasia de la mucosa en el pulmón de los ratones infectados (Fig. 45). Además, iNOS e 
IL-8 aumentaron con el daño pulmonar, lo que indica un aumento de los niveles de EROs y 
de nitrógeno que potencian el daño del tejido. 
Estudios recientes, demostraron que H. pylori puede tener un comportamiento intracelular 
facultativo, pudiendo vivir dentro de los macrófagos y escapando del sistema inmune del 
hospedador (Iene y col., 2011). En los resultados obtenidos se puede destacar la presencia de 
macrófagos activos, con vesículas y en algunos casos bacilos helicoidales a partir del día 3 
de infección. Durante la evolución de la infección, se observó la presencia de macrófagos 
grandes activos a los 14 días, el cual podría tratarse de los megasomas, estructuras que surgen 
como producto de la fusión de macrófagos inducidas por H. pylori. Sumado a ello, H. pylori 
adopta formas cocoides dentro del macrófago, que son viables, pero no cultivables. 
Probablemente esto fue una de las causas que no permitió recuperar el microorganismo en 
medios específicos, sumado a la destrucción del tejido pulmonar de ratones infectados.  
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Los resultados obtenidos sugieren que el mecanismo patogénico de H. pylori en el pulmón 
está fuertemente evidenciado con el daño en el tejido pulmonar asociado con un aumento en 
la expresión de mediadores inflamatorios y marcadores de disfunción endotelial. Este 
conocimiento es crucial para el entendimiento de cómo las células mononucleares 
inflamatorias y células fagocíticas participan en la defensa antimicrobiana del hospedador y 
causan daño inflamatorio del tejido, teniendo en cuenta que podrían ser un posible blanco 
para terapia farmacológica.  
El impacto de la infección de Helicobacter pylori en el sistema respiratorio representa un 
campo con datos inconclusos y respuestas pendientes. Esta tesis, utilizando un modelo 
animal, es el primer trabajo cuyos resultados revelan el potencial patogénico de la bacteria 
evidenciado por el daño del tejido, la expresión de mediadores inflamatorios y marcadores 
de disfunción endotelial a nivel pulmonar.   
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Conclusiones 
 Helicobacter pylori infectó el pulmón de los ratones BALB/c y pudo ser aislado de 
los mismos en agar sangre a los días 3 y 7 luego de la infección; mientras que la 
detección molecular se logró hasta el día 21 post-infección.  
 La recuperación del microorganismo a partir de los GLM no fue posible, lo que 
indicaría que hubo una infección localizada a nivel pulmonar. Tampoco se aislaron 
microorganismos del estómago, sin embargo, se observaron úlceras indicando lesión 
en la mucosa gástrica; probablemente por pasaje de los microorganismos al estómago 
debido a la vía de infección utilizada (orotraqueal) y una distribución en parches en 
la mucosa. 
 El índice de inflamación medido por el agua retenida en los pulmones, de ratones 
infectados respecto de los controles, mostró un aumento a los 21 días PI siendo más 
notorio a los 30 días PI, lo que estaría indicando un aumento en la permeabilidad 
capilar como consecuencia de un edema pulmonar. 
 Los niveles de los marcadores de disfunción endotelial I-CAM y V-CAM aumentan 
al día 7 PI y mantienen valores altos hasta el día 21; estos marcadores están 
relacionados con una alta movilidad de células de defensa; coincidentemente, en este 
periodo de tiempo se observa un aumento del flujo de PMN, linfocitos y macrófagos 
hacia el tejido pulmonar.  
 La concentración de proteínas en LBA fue elevada en el día 7 luego de la infección, 
sin embargo, no presentó diferencia significativa con el resto de los tiempos; lo que 
indica que, en este proceso infeccioso en particular, no hay extravasación de proteínas 
hacia el espacio alveolar. 
 La liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) es un indicador de daño celular. En 
este estudio, los niveles de la enzima aumentaron con el tiempo de infección, 
indicando que el daño celular producido por la infección, se incrementa 
progresivamente a medida que transcurre el tiempo de infección.  
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 La defensa del sistema respiratorio a nivel del árbol bronquial está alterada, 
observándose una disminución de la población de macrófagos presentes, en este 
compartimento pulmonar (LBA), acompañado de un incremento de linfocitos. 
 La cinética de las citoquinas proinflamatorias (IL-1β, TNF-α, IL-17 e IL-8) durante 
el periodo de estudio, mostró una gran heterogeneidad en la expresión de cada una de 
ellas, lo que demuestra el proceso inflamatorio en el pulmón infectado. 
 IL-1β produce agrandamiento de espacios aéreos distales, metaplasia de mucus y 
adelgazamiento de la vía aérea y fibrosis. Además, aumenta la producción de MMP-
9. 
 IL-1β y TNF-α promueven la proliferación de fibroblastos y producción de EROs y 
especies reactivas de nitrógeno, incrementando el daño causando al tejido.  
 La cinética de las citoquinas antiinflamatorias (IL-4 e IL-10) mostraron 
heterogeneidad en la expresión con un aumento máximo de IL-4 en el día 7 PI y un 
incremento un poco más bajo en el día 21 PI; mientras que IL-10 incrementa 
gradualmente hasta el día 14, donde logra su pico máximo y desciende 
progresivamente hasta el día 30, coincidentemente con la disminución de la expresión 
de TNF-α a partir del día 14 PI; lo que indica el papel regulador de estas citoquinas 
en la respuesta inmune.  
 Las interacciones de macrófagos activos, neutrófilos, células alveolares y endoteliales 
vasculares potencian la inflamación, inducen daño severo y amplifican la cascada de 
reacciones inflamatorias. 
 A los 3, 7 y 21 días PI, los niveles de TBAR´s aumentaron en el grupo infectado. Lo 
que indica que, H. pylori promueve la peroxidación de los lípidos producto del estrés 
oxidativo en pulmón, aumentando los niveles de MDA. Estos resultados brindan 
evidencia adicional respecto a que el estrés oxidativo es importante en la infección 
por H. pylori, incrementando el daño oxidativo de los lípidos estructurales y 
funcionales del pulmón.   
 El aumento de la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa (CAT) estaría 
indicando un aumento de los peróxidos en este modelo experimental, producto de la 
infección, estableciendo un desbalance en los sistemas oxidantes-antioxidantes en 
pulmón.  
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 El aumento de la expresión de iNOS observado en este trabajo, indica que luego de 
la infección existe un aumento del estrés nitrosativo que podría inducir la nitración 
de proteínas y conducir a un marcado daño, tanto estructural como funcional del 
órgano.  
 El aumento de la enzima MMP-9 entre los días 7 a 14 PI, demuestra que el estroma 
del pulmón sufre cambios importantes, como consecuencia del cuadro inflamatorio. 
 El aumento de la expresión de la enzima fosfocolina citidiltransferasa (CCT), desde 
el día 14 PI, con una expresión máxima a los 21 días indicaría el compromiso de la 
función pulmonar producto de la infección producida. 
 El análisis histológico de las muestras de pulmón permitió estudiar el impacto de la 
infección por H. pylori en ese órgano.  
 La tinción con H&E permitió identificar la presencia de PMN y macrófagos alrededor 
del árbol respiratorio, así como también reconocer bacilos Gram-negativos 
característicos del microorganismo a los 3 días PI. Además, durante la evolución de 
la infección se observó mayor infiltración de PMN extendida en todo el parénquima 
del órgano, sobre todo a nivel del día 21 y 30 PI produciéndose cambios estructurales, 
como es la fusión de los alvéolos y procesos fibróticos. 
 La tinción de PAS también confirmó el aumento de macrófagos a los 7 y 14 días PI. 
 La tinción Tricrómico de Masson demostró un incremento del tejido conectivo en el 
estroma pulmonar, que se visualiza marcadamente a partir del día 14, detectándose a 
los 21 y 30 días evidencia de fibrosis pulmonar y aumento de espacios no funcionales 
lo que comprueba el compromiso del estroma pulmonar en esta infección. 
 
 
 
El estómago humano es el nicho natural de H. pylori sin embargo, la capacidad del 
microorganismo para llegar a las vías respiratorias, junto con la similitud histopatológica 
entre enfermedades del sistema respiratorio y del tejido gástrico permiten considerar que 
H. pylori podría estar implicado como razón primaria o secundaria en la patogénesis de 
diversas enfermedades del sistema respiratorio. 
Esta tesis, utilizando un modelo animal de infección en pulmón, es el primer trabajo cuyos 
resultados revelan el potencial patogénico de la bacteria, evidenciado por el daño del 
tejido, la expresión de mediadores inflamatorios y marcadores de disfunción endotelial a 
nivel pulmonar.   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Desafíos 
futuros 
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Desafíos futuros 
 
 Complementar los estudios de identificación de H. pylori en tejido pulmonar 
mediante la técnica de inmunohistoquímica. 
 Estudiar si aceite de oliva virgen y sus principales antioxidantes fenólicos, ejercen 
efecto antimicrobiano sobre cepas de H. pylori e inhiben la inflamación de la mucosa 
gástrica y la activación de mastocitos inducidas por este microorganismo.
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